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RESUMO

Thoropa Cope, 1865 (Anura: Cycloramphidae) é um género de rds endémicas do dominio Mata
Atlantica e de ecotonos associados. Possui atualmente seis espécies (T. miliaris, T.
petropolitana, T. taophora, T. lutzi, T. megatympanum e T. saxatilis), divididas em dois grupos
morfolégicos: grupo petropolitana (T. petropolitana e T. lutzi) e grupo miliaris (T. miliaris, T.
taophora, T. megatympanum e T. saxatilis). Todas as espécies se reproduzem e se desenvolvem
em rochas molhadas de agua doce, encontradas em afloramentos rochosos, cachoeiras e riachos.
Um estudo recente sobre a filogenia molecular mostrou que T. miliaris é parafilética a T.
taophora, e que T. taophora, T. megatympanum e T. saxatilis sdo monofiléticas com alto
suporte (Sabbag et al. 2018). Esse estudo também encontrou diversos clados dentro de cada
uma das espécies, especialmente em T. miliaris. Porém, ndo foi possivel estudarem
molecularmente as espécies do grupo petropolitana porque existe apenas uma amostra de DNA
disponivel para o grupo. No presente trabalho, estudamos aspectos genéticos e morfologicos
das seis espécies do género a fim de investigar a diversidade molecular previamente encontrada,
a parafilia de T. miliaris e as caracteristicas morfoldgicas das espécies que coincidam com a
diversidade genética conhecida. Encontramos que os clados conhecidos de T. miliaris sdo
linhagens evoluindo separadamente e que os clados conhecidos de T. taophora fazem parte de
uma linhagem Unica. Thoropa miliaris e T. taophora sdo reciprocamente monofiléticas.
Também encontramos que a diversificacdo desse complexo de espécies parece ter ocorrido
muito mais tarde do que havia sido publicado. As espécies do grupo petropolitana possuem
algumas diferencas morfoldgicas externas em adultos e larvas que permite distingui-las do
grupo miliaris. Dentro do grupo miliaris é possivel distinguir T. megatympanum e T. saxatilis,
embora com poucas caracteristicas diagnésticas. Dentro do complexo T. miliaris + T. taophora,
entretanto, ndo encontramos caracteristicas morfologicas que coincidam com a diversidade
genética conhecida e tampouco pudemos diferenciar as duas espécies validas. Fizemos também

uma revisao taxonémica de T. petropolitana com a designacdo de um neo6tipo.

Palavras-chave: delimitacdo de espécies, Filogendmica Ancorada, linhagens, anfibios, Mata

Atlantica, Campo rupestre, caracteres externos, anuros adultos, girinos, taxonomia



ABSTRACT

Thoropa Cope, 1865 (Anura: Cycloramphidae) is a frog genus endemic to theAtlantic forest
domain and associated ecotones. It comprises six species (T. miliaris, T. petropolitana, T.
taophora, T. lutzi, T. megatympanum and T. saxatilis), divided in two morphological groups:
petropolitana group (T. petropolitana and T. lutzi) and miliaris group (T. miliaris, T. taophora,
T. megatympanum and T. saxatilis). All the species reproduce and develop in freshwater wet
rocks that can be found in rock outcrops, waterfalls and streams. A recent study on molecular
phylogeny has shown that T. miliaris is paraphyletic in respect to T. taophora and that T.
taophora, T. megatympanum and T. saxatilis are monophyletic with high support. This study
also found many clades inside each of those species, especially within T. miliaris. Nevertheless,
it was not possible to study molecular aspects of the petropolitana group because there is only
one DNA sample available for the group. In this work, we studied genetic and morphological
aspects of all six species of the genus in order to investigate the molecular diversity found
previously, the paraphyly found for T. miliaris, and the species morphological characteristics
that coincide with the known genetic diversity. We found that the known clades of T. miliaris
are separately evolving lineages and that the clades of T. taophora are part of a whole lineage.
Thoropa miliaris and T. taophora are reciprocally monophyletic. We also found that the
diversification of this species complex seems to have happened much later than previously
known. The species of petropolitana group possesses some external morphological differences
in adults and larvae that allow them to be separated from species of the miliaris group. Within
miliaris group it is possible to distinguish T. megatympanum and T. saxatilis although with few
diagnostic characteristics. Inside the complex T. miliaris + T. taophora, however, we could not
find morphological characteristics that coincide with the known genetic diversity, neither we
could differentiate the two valid species. We also did a taxonomic review of T. petropolitana
with a neotype designation.

Keywords: species delimitation, Anchored Phylogenomics, lineages, amphibians, Atlantic

forest, external characters, adult anurans, tadpoles, taxonomy
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INTRODUCAO GERAL

O género Thoropa Cope, 1865 (Amphibia: Anura: Cycloramphidae) é um grupo de rés
que ocorre exclusivamente no Brasil no dominio da Mata Atlantica (sensu Ab’Saber 1977) e no
campo rupestre (Silveira et al. 2016), da Bahia até o Rio Grande do Sul, com excecdo do Parana.
Vivem e se reproduzem em afloramentos rochosos imidos, como cachoeiras, quedas d’agua,
formagdes rochosas com agua doce ou pedras em riachos de vazdo baixa (Bokermann 1965;
Caramaschi e Sazima 1984; Cocroft e Heyer 1988; Feio et al. 2006), em geral expostos ao sol
(Giaretta e Facure 2004; Consolmagno et al. 2016).

A historia natural das espécies de Thoropa € parcialmente conhecida. Todas as espécies
do género reproduzem-se nesses filmes de 4gua doce que escorrem sobre rochas, onde as fémeas
depositam os ovos e onde os girinos exotréficos semiterrestres se desenvolvem (Barth 1956;
Bokermann 1965; Heyer e Crombie 1979; Giaretta e Facure 2004; Haddad e Prado 2005). Os
machos de algumas espécies do género sdo conhecidos por serem territoriais (T. miliaris, T.
petropolitana, e T. taophora), poliginicos (T. taophora) e cuidarem da desova (T. petropolitana
e T. taophora) (Heyer e Crombie 1979; Giaretta e Facure 2004; Muralidhar et al. 2014;
Consolmagno et al. 2016). Em termos de dieta, as espécies de Thoropa sdo generalistas, se
alimentando de diversos grupos de invertebrados (Bokermann 1965; Siqueira et al. 2006),
especialmente formigas (Brasileiro et al. 2010). Em populacGes litoraneas, invertebrados
marinhos (e.g. Ligia oceanica) constituem importantes itens alimentares (Sazima 1971;
Brasileiro et al. 2010), o que evidencia a tolerancia dessas populacfes a ambientes de salinidade
elevada (Abe e Bicudo 1991).

Thoropa contém seis espécies validas: T. miliaris (Spix, 1824), T. petropolitana
(Wandolleck, 1907), T. taophora (Miranda-Ribeiro, 1923), T. lutzi Cochran, 1938, T.
megatympanum Caramaschi e Sazima, 1984 e T. saxatilis Cocroft e Heyer, 1988 (Figura 1).
Thoropa lutzi e T. petropolitana formam o chamado grupo petropolitana e as restantes fazem
parte do grupo miliaris (Sabbag et al. 2018).
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Figura 1: Espécies validas do género Thoropa. (a) T. miliaris, Santa Teresa, ES, foto de J. P. Pombal Jr; (b) T.
petropolitana, Teresopolis, RJ, foto de Eugénio Izechson; (c) T. taophora, Ubatuba, SP, foto de Célio F. B. Haddad;
(d) T. lutzi, Mimoso do Sul, ES, foto de Jodo L. Gasparini; (¢) T. megatympanum, Botumirim, MG, foto de
Fernando Leal; e (f) T. saxatilis, Sdo Francisco de Paula, RS, foto de Patrick Colombo.
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Com excecdo de T. saxatilis, as espécies de Thoropa do grupo miliaris ocorrem em
abundancia. Thoropa miliaris e T. taophora habitam desde costdes rochosos no nivel do mar até
cachoeiras e afloramentos rochosos a cerca de 1500 m de altitude. Thoropa miliaris é a espécie
com distribuicdo mais ampla, sendo conhecida para os estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Minas Gerais e sul e sudeste do estado da Bahia (Feio et al. 2000, 2006) (Figura 2). T. taophora,
por outro lado, apresenta distribuicéo restrita a Serra do Mar e litoral do estado de S&o Paulo
(Maxson e Heyer 1982; Feio et al. 2006) (Figura 2). Thoropa megatympanum ocorre no campo
rupestre (sensu Silveira et al. 2016), que localiza-se em um ecotono de Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica na Cadeia do Espinhago (Silveira et al. 2016), no estado de Minas Gerais e centro-sul
da Bahia (Leite et al. 2008; Sabbag et al. 2018) (Figura 2).

Das seis espécies do género, trés se encontram em alguma categoria de ameaca em listas
internacionais, nacionais e regionais (Tabela 1), incluindo as contidas no grupo petropolitana
(Thoropa lutzi e T. petropolitana). Thoropa petropolitana era conhecida por ocorrer na Serra
dos Orgaos, estado do Rio de Janeiro (Figura 2), e permanece sem novos registros desde 1982
apesar de constantes esforcos de coleta. Thoropa lutzi era conhecida para os arredores da cidade
do Rio de Janeiro (Izecksohn e Carvalho-e-Silva 2001), onde é considerada desaparecida, e para
as regides serranas do Espirito Santo e leste de Minas Gerais onde ainda é encontrada (Sabbag
et al. 2018) (Figura 2). Thoropa saxatilis € restrita ao sul do Brasil e ainda é encontrada nas
encostas da Serra Geral, desde Santa Catarina até o Rio Grande do Sul (Cocroft e Heyer 1988)
(Figura 2). T. saxatilis ndo é encontrada na localidade tipo desde a descri¢do, sendo atualmente
conhecida de poucas localidades. Uma das hipoteses para o desaparecimento dessas populacdes
e espécies ¢ a reducao do ambiente desses animais, causada especialmente pela acdo humana. A
crescente acdo antropica sobre o dominio da Mata Atlantica j& reduziu sua area total a quase
10% da area original (Ribeiro et al. 2009), uma das razdes pelas quais ela é considerada ha anos

como uma area prioritaria para a conservacao da biodiversidade (Myers et al. 2000).
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Figura 2: Distribuicdo encontrada para as espécies do género Thoropa baseada em exemplares analisados
nesta tese. Altitude mostrada em escala de cinza, sendo o cinza mais claro representativo do nivel do mar.
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Tabela 1: Classificacdo das espécies de Thoropa quanto a categoria de ameaca, na lista internacional
(“Global”, Carvalho-e-Silva e Peixoto 2004; Garcia 2004; Garcia et al. 2010; Caramaschi et al. 2010), na
lista nacional (ICMBio 2018), e nas listas estaduais, por unidade federativa (IPEMA 2007; Estado de Sao
Paulo 2009; FATMA 2011; Rio Grande do Sul 2014). As categorias seguem a padronizacdo da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (em inglés: IUCN), sendo: DD = dados insuficientes; LC =
ndo preocupante; VU = vulneravel; EN = ameagada; CR = criticamente em perigo. O simbolo “-” é para
€asos em que a espécie ndo ¢ conhecida para a unidade federativa e o simbolo “?” ¢ para espécies ndo
mencionadas ou ndo encontradas em listas. O simbolo “*” refere-se a uma classificacdo suposta para T.
taophora na lista internacional, que é a mesma classificacdo de T. miliaris em razéo da sinonimia desfeita
por Feio et al. (2006).

Espécie T. lutzi T. megatympanum  T.miliaris  T. petropolitana  T. saxatilis T. taophora

Global EN LC LC VU NT LC*

Nacional DD LC LC EM VU LC
BA - ? ? - - -
MG - ? ? - - -

< ES EN - ? CR - -

g RJ ? - ? ? - -

g sp . - LC DD . LC
SsC - - ? - CR -
RS - - ? - EN -

A partir de dados moleculares, Sabbag et al. (2018) avaliaram a distribuicdo da
diversidade genética, as relacfes filogenéticas e os tempos de divergéncia no grupo miliaris
(Sabbag et al. 2018) (Anexo 1). Encontraram que as quatro espécies desse grupo possuem
subestrutura que varia entre dois e cinco clados por espécie, sendo Thoropa miliaris a mais
estruturada delas (Sabbag et al. 2018) (Figura 3). Recuperaram o grupo miliaris como
monofilético, Thoropa megatympanum, T. saxatilis e T. taophora como monofiléticas e T.
miliaris como parafilética em relacdo a T. taophora (Sabbag et al. 2018) (Figura 3). Clados de
T. miliaris e T. taophora ocorreram em simpatria ou sintopia em algumas localidades, como
Paraty e Santa Maria Madalena (RJ), Carangola (MG), Domingos Martins, Cachoeiro de
Itapemirim e Santa Teresa (ES) (Sabbag et al. 2018) (Figura 4). Por fim, o rel6gio molecular
utilizado indicou que as especies iniciaram seu processo de divergéncia provavelmente no
Mioceno (cerca de 30 milhGes de anos atras) sendo que T. saxatilis teria sido a primeira a
divergir, seguida de T. megatympanum que, por sua vez, é irma do complexo de T. miliaris + T.
taophora (Sabbag et al. 2018).
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Figura 3: Arvore filogenética de consenso de 50%, elaborada com genes concatenados, obtida por inferéncia Bayesiana, mostrando os clados internos das quatro
espécies de Thoropa do grupo miliaris. Circulos pretos correspondem a localidades com simpatrias ou sintopias de clados. Os simbolos de cada clado sdo simbolos

servem para a localizagdo no mapa da “Figura 4”. Modificado

de Sabbag et al. (2018).
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Figura 4: Distribuicdo conhecida dos clados de Thoropa do grupo miliaris. Os sinais de adi¢do indicam as
localidades-tipo das espécies do género Thoropa, sendo TL1, TL2, TL3, TL4, TL5 e TL6, respectivamente T.
saxatilis, T. megatympanum, T. miliaris, T. taophora, T. lutzi e T. petropolitana. Os quadrados indicam as
localidades com simpatrias ou sintopias de clados, com cores especificas de cada caso. Retirado de Sabbag et
al. (2018). Altitude mostrada em escala de cinza, sendo o branco representativo do nivel do mar.



23

Nesta tese acessamos a variagdo molecular e morfologia externa de adultos e girinos de
Thoropa para explorar algumas questdes que permaneceram abertas com o trabalho de Sabbag
et al. (2018). Nosso primeiro objetivo foi caracterizar a estrutura genética das populacbes do
complexo de Thoropa miliaris e T. taophora, investigando possiveis hibridacdes e fluxo génico
entre os clados identificados por Sabbag et al. (2018) (capitulo 1). O segundo objetivo foi
averiguar a validade das diagnoses publicadas para as seis espécies do género e procurar
possiveis caracteristicas morfoldgicas coincidentes com o padrdo da diversidade genética
encontrada no grupo miliaris (capitulo 2). Por fim, fizemos uma revisdo de T. petropolitana

para efetivar ajustes taxondmicos pertinentes para essa espécie (capitulo 3).
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CAPITULO 1

Estrutura genética de populacbes sintopicas e simpatricas do
complexo de Thoropa miliaris (Spix, 1824) e Thoropa

taophora (Miranda-Ribeiro, 1923) (Anura: Cycloramphidae)

ABSTRACT

The Thoropa miliaris + T. taophora species complex comprises high genetic diversity
distributed in several clades that occur sympatrically and syntopically in the southeastern
Atlantic forest of Brazil. In this study, we sequenced samples from the Thoropa miliaris species
group (T. saxatilis, T megatympanum, T. miliaris and T. taophora) for hundreds of nuclear
genes through Anchored Phylogenomics to investigate T. miliaris paraphyly in respect to T.
taophora, as well as gene flow between clades that co-occur. For this purpose, we combined
assignment analyses with traditional and coalescent methods of phylogeny reconstruction,
measured gene flow levels among clades and delimited species molecularly. We recovered most
clades as populations in assignment analyses. We did not find intense sharing of alleles among
most clades, suggesting independently evolving lineages. The exception includes two clades
within T. miliaris, which are subdivided and admixtured. We found positive gene flow values
between other clades, but their interpretation is ambiguous. The species trees show improved
resolution compared to previous studies, and species delimitation suggests that many of the
clades constitute putative species. Diversification of the group seems to have occurred much

later than suggested in previous studies, especially during the Pleistocene.

Keywords: Anchored Phylogenomics, Atlantic forest, lineages, rock frogs, molecular

delimitation
RESUMO
O complexo de espécies de Thoropa miliaris + T. taophora apresenta uma grande diversidade

genética distribuida em clados distintos que ocorrem simpatrica e sintopicamente na Mata

Atlantica do sudeste do Brasil. Neste estudo sequenciamos individuos de Thoropa do grupo
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miliaris (T. saxatilis, T megatympanum, T. miliaris e T. taophora) para centenas de genes
nucleares utilizando a técnica de Filogendmica Ancorada para investigar a parafilia de T.
miliaris em relacdo a T. taophora, assim como o fluxo génico entre os clados que co-ocorrem.
Para isso, combinamos andlises de atribuicdo e métodos tradicionais e coalescentes de
construcdo de filogenias com métodos que medem niveis de fluxo génico e delimitam espécies
molecularmente. Recuperamos a maioria dos clados como popula¢fes nas andlises de
atribuicdo. N&do encontramos compartilhamento intenso de frequéncias alélicas entre a maioria
dos clados, o que sugere linhagens evoluindo independentemente. As exce¢des incluem dois
clados de T. miliaris, que s&o subdivididos e com individuos misturados. Encontramos valores
de fluxo génico positivo entre varios clados, porém sua interpretacdo é ambigua. As arvores de
espécies mostram uma resolucdo melhorada em comparacdo com estudos anteriores e a
delimitacdo de espécies sugere que muitos dos clados constituem espécies putativas. A
diversificacdo do grupo parece ter ocorrido muito mais tarde do que sugerido em estudos

anteriores, especialmente durante o Pleistoceno

Palavras-chave: Delimitacdo molecular, Filogendbmica Ancorada, linhagens, Mata Atlantica,

rés-das-pedras

INTRODUCAO

A Mata Atlantica € um dos biomas mais estudados da América do Sul (Turchetto-Zolet
et al. 2013) e contém uma quantidade gigantesca de espécies de animais e plantas (Ribeiro et
al. 2009). Anfibios na Mata Atlantica ja somam mais de 620 espécies descritas (Rossa-Feres et
al. 2017), enquanto muitas ainda aguardam descri¢cdo. A enorme maioria ainda carece de
estudos de historia natural, ecologia e evolucao, sendo que para muitas delas a informacédo que
temos se restringe a sua posi¢cdo na arvore da vida. Ainda assim, a taxonomia dos anuros da
Mata Atlantica sofre de diversos problemas que ndo se resolvem apenas com sequenciamento,
como espécies com descricOes precarias e até séries-tipo perdidas (Dubois 2017), gerando
confusdes taxonbmicas antigas e recentes que perduram ao longo dos anos.

Espécies sdo unidades fundamentais da biologia em qualquer nivel de estudo, desde
ecologia de ecossistemas até biologia molecular de organismos (Queiroz 2005). Portanto, a
delimitacdo de espécies, feita em Gltima instancia pela taxonomia, é necesséria para guiar
estudos de historia natural, comportamento, evolugdo, especiacdo, ecologia, anatomia, dentre

outras areas. E, claro, importante para questdes socioambientais como divulgacao cientifica,
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educacao ambiental e politicas publicas de conservacao da biodiversidade.

A delimitacdo de espécies e a taxonomia incluem incontaveis polémicas, desde os
primeiros historiadores naturais até os dias atuais. Independente do objetivo (estudar especiacao
ou conduzir uma decisdo socioambiental), muitas dessas polémicas devem-se a dificuldade de
se encontrar um conceito de espécie Unico e/ou a intrinseca arbitrariedade dos conceitos
existentes (Queiroz e Gauthier 1992; Queiroz 2007). Separar tipos anatomicos e
comportamentais pode incluir fatores de abstracdo humanos, tornando o processo as vezes
pessoal. Nos ultimos anos, delimitar espécies tornou-se uma tarefa comumente feita com
informacdes genéticas resumidas e arvores filogenéticas (Padial et al. 2010). Mas apesar de
informagdes genéticas serem mais objetivas, elas ndo excluem a arbitrariedade humana da
delimitacdo de unidades taxonémicas.

Um dos poucos consensos quanto aos conceitos de espécie (ou ainda, a parte comum
entre todos 0s conceitos) € que uma espécie € uma série ancestral-descendente de populacdes
intercruzantes com tendéncias evolutivas proprias (i.e., “linhagens” sensu Simpson 1951)
(Queiroz 2007). Generalizando, entendemos que para uma espécie ser considerada uma espécie
ela ndo poderia ter, por exemplo, niveis de fluxo génico muito intensos com outra espécie,
embora esses niveis sejam discutiveis (Nosil 2008). Ou, em outras palavras, organismos
semelhantes que dividem o mesmo ambiente e que ndo trocam genes devem pertencer a
espécies diferentes.

Dentre as espécies de Mata Atlantica com confusfes taxonémicas esta o género Thoropa
Cope, 1865 (Anura: Cycloramphidae). Thoropa é um género de rds com caracteristicas
ecoldgicas muito conservadas em todas as espécies: todas habitam, se reproduzem e se
desenvolvem em rochas Umidas. Atualmente existem seis espécies validas no género: T. lutzi,
T. megatympanum, T. miliaris, T. petropolitana, T. saxatilis e T. taophora. Embora algumas
espécies sejam muito abundantes nos ambientes em que sdo encontradas (T. megatympanum,
T. miliaris e T. taophora, Brasileiro et al. 2010; Sabbag et al. 2018), metade das espécies do
género (T. lutzi, T. petropolitana e T. saxatilis) estd em alguma categoria de ameaca em listas
internacionais, nacionais e regionais (IPEMA 2007; ICMBIio 2018). Isso torna esse género
extremamente relevante para estudos de conservagao e taxonomia.

Recentemente, Sabbag et al. (2018) publicaram uma filogenia molecular para as
especies de Thoropa do grupo miliaris, que sdo aquelas ainda encontradas em maior abundancia
na natureza (T. megatympanum, T. miliaris, T. saxatilis e T. taophora). Nesse estudo, Sabbag
et al. (2018) incluiram trés fragmentos de origem mitocondrial e dois fragmentos oriundos do

genoma nuclear, com uma amostragem espalhada por quase a totalidade das distribuicdes
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geogréficas das espécies e calibragdo temporal via relogio molecular. Segundo essa hipétese
filogenética, a diversificacdo do grupo é antiga, tendo iniciado no Eoceno, com Thoropa
saxatilis sendo a primeira espécie do grupo a divergir, seguida de T. megatympanum (com
intervalo de confianca incluindo Oligoceno e Mioceno, Sabbag et al. 2018). A maior parte dos
eventos de diversificagdo ocorreu no Mioceno e Pleistoceno, incluindo o surgimento de
linhagens em T. saxatilis e T. megatympanum e a diversificacdo do clado T. miliaris + T.
taophora. No entanto, as relacdes nesse clado ndo foram totalmente resolvidas e a subestrutura
em T. miliaris inclui diversos clados profundamente divergentes e que apresentam distribuicdes
geogréficas que se sobrepdem. Embora estes clados sejam suportados individualmente, seus
relacionamentos ndo o sdo e rendem a T. miliaris o status de espécie parafilética em relacdo a
T. taophora (Sabbag et al. 2018).

Embora a abordagem de Sabbag et al. (2018) tenha incluido genes nucleares, suas
genealogias individuais ndo recuperaram os mesmos clados observados no DNA mitocondrial
(Sabbag et al. 2018), ndo ficando claro, portanto, se os clados em Thoropa miliaris constituem
unidades que evoluem independentemente (i.e., linhagens sem fluxo génico significativo). Se
essas linhagens forem “verdadeiras” (nd3o trocarem alelos intensamente), entdo a falta de
resolucdo filogenética entre elas seria uma consequéncia das baixas taxas de substituicdo
nucleotidica tipicas para esses genes nucleares. Alternativamente, a falta de resolucdo nas
arvores nucleares pode ser reflexo de niveis de fluxo génico ndo negligenciaveis. Nesse caso, a
subestrutura no clado T. miliaris + T. taophora seria artefato do DNA mitocondrial, cujas taxas
rapidas de substituicdo nucleotidica e auséncia de recombinacdo teriam gerado um sinal
dominante sobre a matriz de dados moleculares.

Assim, nosso estudo foi elaborado com o intuito de investigar o status dos clados de
Thoropa miliaris observados por Sabbag et al. (2018), perguntando especificamente: (I)
Thoropa miliaris é, de fato, uma espécie parafilética em relacdo a T. taophora? (Il) Existem
linhagens evoluindo independentemente em T. miliaris e T. taophora? (I11) Caso existam, qual
é a relacdo entre elas e quando divergiram? Para responder essas perguntas, utilizamos
sequenciamento de alto desempenho, mais especificamente Filogendmica Ancorada (Lemmon
et al. 2012) para obter centenas de marcadores nucleares de representantes de todas as
potenciais linhagens de T. miliaris, incluindo localidades em que as mesmas ocorrem em
simpatria (sobreposigéo de distribui¢des geograficas, termo inicialmente cunhado por Poulton
1903) e sintopia (ocorréncia em um mesmo microambiente, sensu Rivas 1964). Com esses
marcadores, utilizamos métodos baseados em frequéncias alélicas (analises de atribuigdo) e

métodos coalescentes, para averiguar com maior precisdo a estrutura genética nesse sistema,



30

testando a presenca de fluxo génico entre as potenciais linhagens, estabelecendo suas relagoes
filogenéticas e tempos de divergéncia.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Amostramos 29 individuos, 23 deles previamente incluidos na arvore filogenética de
Sabbag et al. (2018). A escolha foi baseada em critérios geograficos e taxondmicos, de forma a
abranger todos os clados de Thoropa miliaris e T. taophora, incluindo topétipos de ambas as
espécies e individuos de diferentes clados ocorrendo em localidades de sintopia (Carangola,
MG) e simpatria (Santa Teresa, Cachoeiro do Itapemirim e Domingos Martins, ES; Santa Maria
Madalena e Paraty, RJ) com outros clados. Adicionalmente, incluimos um individuo de T.
saxatilis coletado a cerca de 60 km da localidade tipo e um topdtipo de T. megatympanum, para
contemplar a diversidade genética de todas as espécies do grupo (Tabela 1). As seis amostras
ndo incluidas em Sabbag et al. (2018) foram obtidas a partir de cole¢bes zoologicas e em coletas
em campo (licenca de coleta MMA-ICMBIo-SISBIO 30181-1).

Extracéo de DNA total e obtencéo dos marcadores moleculares

Extraimos o DNA total com o kit de extracdo Qiagen DNeasy® Blood and Tissue
(Qiagen, Inc.), seguindo as recomendac@es do fabricante. Estimamos a concentracdo do DNA
total utilizando Qubit® 3.0 (ThermoFisher Scientific, Inc) e enviamos entre 80 e 120 ng por
amostra (no minimo 5 ng/pL) de DNA para o Centro de Filogendmica Ancorada (Center for
Anchored Phylogenomics, Florida State University, www.anchoredphylogeny.com) para
captura de loci ortélogos nao-ligados através da técnica de filogenémica ancorada (AHE:
anchored hybrid enrichment, Lemmon et al. 2012). Nessa técnica sdo feitas bibliotecas
gendmica com adaptadores individuais para cada amostra. Em seguida, os loci sdo capturados
por sondas homdlogas, sequenciados na plataforma lllumina HiSeq 2000 (2x250) e recuperados
com pipelines préprios de bioinformatica, resultando em alinhamentos independentes para cada
locus que sdo interpretaveis ao olho humano.

Para os seis individuos novos, utilizamos parte da extracdo do DNA total para amplificar
e sequenciar o fragmento 3’ do gene ribossomal 16S rRNA utilizando os primers 16Sar-L e
16Sbr-H (Palumbi et al. 2002), chamado aqui de 16S-ARBR. Esse fragmento foi utilizado para
fornecer um posicionamento das amostras novas nos clados resultantes do estudo de Sabbag et

al. (2018). As condigdes utilizadas na amplificagcdo e no sequenciamento sdo as mesmas de
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Sabbag et al. (2018), também feitas no Centro de Estudos de Insetos Sociais (UNESP, Rio
Claro, SP) e na empresa Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul).

Tratamento dos dados e anélises

Obtivemos um total de 436 loci nucleares distribuidos em arquivos independentes no
formato fasta, cada arquivo com os dois alelos de cada individuo separadamente (portanto, no
maximo 58 sequéncias por arquivo fasta) (Tabela 2). Realizamos entdo uma segunda filtragem,
comecando pela eliminacdo de arquivos vazios e passando pela identificacdo de sitios com
ambiguidades e gaps, que foram codificados como dado ausente (“N”). Fizemos essa segunda
filtragem através de um script Bash (Apéndice 1), recuperando 414 loci em alinhamentos de
alta qualidade. Um segundo problema, a existéncia de um sitio vazio no final de cada
alinhamento, foi resolvido com substituicdo simples no editor de texto Notepad++
(https://notepad-plus-plus.org/), usando expressdes regulares, que permitem substituicoes
simultaneas em mudltiplos arquivos. Em seguida, encurtamos e padronizamos 0s nomes dos
individuos em cada arquivo com um script em linguagem Python (Apéndice 2), adicionando
também uma identificacdo em consonancia com os nomes dos clados encontrados por Sabbag
et al. (2018) (Tabela 1).

Estrutura populacional segundo o genoma nuclear

Para averiguar a estrutura do genoma nuclear e obter uma primeira avaliacdo da
presenca de fluxo génico no sistema, utilizamos analises de atribuicdo realizadas com o
programa STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Para gerar o arquivo de entrada do
programa, partimos dos arquivos limpos e renomeados, primeiramente convertidos para o
formato phylip com a ferramenta “Fasta2Phylip” (Mullins Lab, University of Washington,
https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/perlscript/docs/Sequence.html). Extraimos
entdo os polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms, ou SNPs) de
cada loci com a ferramenta SNP-sites (Page et al. 2016). Dos 414 loci, oito foram descartados
por ndo possuiem nenhum SNP, sendo totalmente compostos por sitios invariantes, restando
406 loci. Utilizamos entdo um script em Python (Apéndice 3) para extrair o primeiro sitio de
cada arquivo de SNP e codificar alelos ¢ eventuais dados faltantes (i.e., “N”’) com numeros
inteiros (“A” =1, “C”=2,“G” =3, “T” =4, “N”=-1).
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Tabela 1: Amostras das espécies de Thoropa do grupo miliaris utilizadas nesse estudo, com o0s respectivos nimeros de registro em colecdo (acrdnimos das colecfes seguem
padronizacéao de Sabaj 2016, sendo: CFBH = Colecdo de Anfibios Célio F. B. Haddad, UNESP, Rio Claro, SP; MCNAM = Colecao de Anfibios do Museu de Ciéncias Naturais
da PUC-MG, Belo Horizonte, MG; MCP = Colecdo Herpetoldgica do Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUC-RS, Porto Alegre, RS; MNRJ = Colecdo Herpetoldgica do
Museu Nacional, Rio de Janeiro, RJ; MZUSP = Cole¢do Herpetoldgica do Museu de Zoologia da USP, Séo Paulo, SP), localidades de coleta, municipio, unidade federativa
(UF), coordenadas geograficas e codigo da localidade. Coordenadas com asteriscos representam centroides obtidos no programa ArcGIS v.10.1. Topétipos estdo representados

por pontos pretos.

Espécie Registro Localidade Municipio UF Latitude Longitude  Cédigo
T. saxatilis MCP 11918 Cascata da Cortina, Serra da Rocinha, Serra Velha Timbé do Sul SC -28,8287 -49,9156 L1
T. megatympanume ~ MCNAM 2072 Parque Nacional da Serra do Cip6 Santana do Riacho MG -19,3017*  -43,6041* L2
T. taophora CFBH 34898 Cachoeira do Pocinho Iguape SP -24,5719 -47,2485 L3
T. taophora CFBH 31102 Trilha para a praia das Laranjeiras, Trindade Paraty RJ -23,3322 -44,6797 L4
T. taophorae MZUSP 143712 Cachoeira da Pedra Lisa, PE da Serra do Mar Santo André SP -23,8049 -46,3010 L5
T. taophora CFBH 15325 Ilha de S&o Sebastido, PE de llhabela IIhabela SP -23,8311 -45,3528 L6
T. miliaris CFBH 27350 Morumbeca, trilha da casa da Magdala para o Pico do Desengano, PE do Desengano Santa Maria Madalena RJ -21,8792 -41,9186 L7
T. miliaris CFBH 28065 Imediagdes da estagdo Morumbeca, préximo da casa de pesquisa, PE do Desengano Santa Maria Madalena RJ -21,8766 -41,9159 L8
T. miliaris MNRJ 70701 Parque Natural Municipal Fazenda Atalaia Macaé RJ -22,3046 -41,9999 L9
T. miliaris MNRJ 25984 Parque Municipal Pico do Itabira Cachoeiro de Itapemirim ES -20,8489 -41,0678 L10
T. miliaris CFBH 29317 Panelas Domingos Martins ES -20,3355 -40,6281 L11
T. miliaris CFBH 18013 Estacéo Bioldgica Santa Lucia Santa Teresa ES -19,9651 -40,5405 L12
T. miliaris CFBH 18446 Morro da Gamela Vitéria ES -20,2984 -40,3015 L13
T. miliaris CFBH 41072 Afloramento rochoso no tinel Rodovia SP-123, km 31 Pindamonhangaba SP -22,8450 -45,6182 L14
T. miliaris CFBH 10125 Estrada Rio de Janeiro-Petrdpolis, km 86 Petrdpolis RJ -22,5333 -43,2338 L15
T. miliaris CFBH 28054 Imediacdes da estacdo Morumbeca, trilha para o pico do Desengano, PE do Desengano Santa Maria Madalena RJ -21,8803 -41,9169 L16
T. miliaris CFBH 27290 Cachoeira proxima a Pedra Dourada, Caminho da Luz Carangola MG -20,7960 -42,1056 L17
T. miliaris CFBH 18431 Pedra Azul Domingos Martins ES -20,4353 -41,0215 L18
T. miliaris MNRJ 72832 Cascatona, RPPN Santuério do Caraca Santa Barbara MG -20,0705 -43,4891 L19
T. miliaris CFBH 30707 REBIO Augusto Ruschii, Nova Lombardia Santa Teresa ES -19,9119 -40,5494 L20
T. miliaris CFBH 32133 Pedra do Monte Pescogo Itamaraju BA -16,9488 -39,6003 L21
T. miliaris CFBH-T 10806 Sitio Recanto da Mata Muniz Freire ES -20,5822 -41,4736 L22
T. miliaris CFBH 25473 Barra Pontdes Mimoso do Sul ES -20,9462 -41,5314 L23
T. miliaris CFBH 25474 Barra Pontdes Mimoso do Sul ES -20,9462 -41,5314 L23
T. miliaris CFBH 27292 Cachoeira préxima a Pedra Dourada, Caminho da Luz Carangola MG -20,7960 -42,1056 L24
T. miliaris CFBH 27366 Estrada para 0 Sossego do Imbé, partindo de Santa Maria Madalena, PE do Desengano Santa Maria Madalena RJ -21,9305 -41,7925 L25
T. miliarise MNRJ 40642 Pista Claudio Coutinho, Praia Vermelha, Urca Rio de Janeiro RJ -22,9501 -43,1547 L26
T. miliaris CFBH-T 14343 Serra da Bocaina Séao José do Barreiro SP -22,7489* -44,5869* L27
T. miliaris CFBH 31105 Costdo rochoso na praia das Laranjeiras, Trindade Paraty RJ -23,3344 -44,6766 L28




Tabela 2: Amostras de Thoropa do grupo miliaris com respectivos clados de Sabbag et
al. (2018) e cobertura de loci amostrados para Filogenémica Ancorada (“AHE”, em
porcentagem), considerando um total de 414 loci, com nimeros de registro em colecdo
(acrébnimos seguem Sabaj 2016), municipio e unidade federativa (UF). Topotipos estdo
representados por pontos pretos.

Espécie Registro Municipio UF Clado 9% AHE
T. saxatilis MCP 11918 Timbé do Sul SC  sax-1 85,51
T. megatympanume ~ MCNAM 2072 Santana do Riacho MG  meg-2 92,75
T. taophora CFBH 34898 Iguape SP  tao-3 93,96
T. taophora CFBH 31102 Paraty R}  tao-1 89,61
T. taophorae MZUSP 143712 Santo André SP  tao-2 93,00
T. taophora CFBH 15325 llhabela SP  tao-2 93,72
T. miliaris CFBH 27350 Santa Maria Madalena RJ mil-5 93,72
T. miliaris CFBH 28065 Santa Maria Madalena RJ mil-5 71,01
T. miliaris MNRJ 70701 Macaé RJ mil-5 93,72
T. miliaris MNRJ 25984 Cachoeiro de Itapemirim ES mil-l 93,96
T. miliaris CFBH 29317 Domingos Martins ES mil-1 93,48
T. miliaris CFBH 18013 Santa Teresa ES mil-1 94,44
T. miliaris CFBH 18446 Vitoria ES mil-1 93,96
T. miliaris CFBH 41072 Pindamonhangaba SP mil-2 93,96
T. miliaris CFBH 10125 Petrépolis RJ mil-2 94,44
T. miliaris CFBH 28054 Santa Maria Madalena RJ  mil-2 94,20
T. miliaris CFBH 27290 Carangola MG  mil-2 94,20
T. miliaris CFBH 18431 Domingos Martins ES mil-2 93,96
T. miliaris MNRJ 72832 Santa Barbara MG mil-2 92,75
T. miliaris CFBH 30707 Santa Teresa ES mil-2 93,48
T. miliaris CFBH 32133 Itamaraju BA  mil-2 94,20
T. miliaris CFBH-T 10806 Muniz Freire ES mil-3 93,72
T. miliaris CFBH 25473 Mimoso do Sul ES mil-3 94,69
T. miliaris CFBH 25474 Mimoso do Sul ES mil-3 94,69
T. miliaris CFBH 27292 Carangola MG  mil-4 93,00
T. miliaris CFBH 27366 Santa Maria Madalena R} mil-4 93,72
T. miliarise MNRJ 40642 Rio de Janeiro RJ mil-4 94,44
T. miliaris CFBH-T 14343 S&o José do Barreiro SP mil-4 93,96
T. miliaris CFBH 31105 Paraty RJ mil-4 94,44
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Com essa matriz de entrada, primeiro estimamos o pardmetro de frequéncia alélica (1),
utilizando um milh&o de itera¢bes de burn-in seguidas de um milh&o de réplicas de MCMC,
considerando apenas uma populacdo. Com o lambda resultante (A = 0,4104) fizemos uma
analise com o modelo de admixture (que aceita que individuos possam ter ancestralidade
mista), considerando frequéncias correlacionadas e um valor de “K” (numero de populagdes
possiveis) variando de um a 15. Para cada valor de K fizemos 10 corridas (réplicas). Em
seguida, utilizamos a plataforma online STRUCTURE HARVESTER v.0.6.94 (Earl e
VonHoldt 2012), que resume os resultados de todas as iteracOes para apreciacdo da variagcdo
de L(K), calcula o indice de Evanno (AK, Evanno et al. 2005) e fornece arquivos para o
programa CLUMPP (Jakobsson e Rosenberg 2007, ver abaixo). A partir desses arquivos,
fizemos permutacbes no CLUMPP com o algoritmo “LargeKGreedy” com 200 mil

permutacdes para cada K. Para isso utilizamos a infraestrutura computacional GridUnesp
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(NCC/UNESP). As figuras dos agrupamentos populacionais foram editadas no Excel® com
histogramas 100 % agrupados e no CorelDraw®. Consideramos valores de Q abaixo de 0,9

como possiveis indicios de mistura entre populagdes.

Relacionamentos filogenéticos

A partir dos arquivos phylip obtidos anteriormente, construimos arvores filogenéticas
independentemente para cada um dos 414 fragmentos e uma arvore de genes com todos 0s
fragmentos concatenados. Utilizamos o critério de maxima verossimilhanga implementado no
programa RAXML v.8.1.21 (Stamatakis 2014). Utilizamos o modelo GTRGAMMA de
substituicdo nucleotidica, bootstrap rapido (Stamatakis et al. 2008) e 100 réplicas. Utilizamos
0 programa Archeopteryx v.0.9928 beta (Han e Zmasek 2009) para visualizag&o interativa de
todas as arvores de genes, enraizando preferencialmente em Thoropa saxatilis. Na auséncia de
T. saxatilis utilizamos T. megatympanum como raiz e na auséncia de T. megatympanum
utilizamos como raiz os terminais com ramos mais longos. Utilizamos um valor minimo de
0,75 de bootstrap para considerar um ndé como resolvido nas arvores de genes.

A partir dessas arvores de genes individuais, reconstruimos relac@es filogenéticas no
grupo com o programa ASTRAL v.5.6.3 (ASTRAL-III: Zhang et al. 2018). Esse programa
infere a melhor arvore de espécies a partir das frequéncias de “quartetos” (com quatro
taxa/terminais) de arvores de genes ndo enraizadas, calculando comprimentos de ramos em
unidades coalescentes (i.e., nimero de gera¢des dividido pelo tamanho efetivo populacional),
e valores de suporte em probabilidades posteriores locais (PPL). Para atribuir as amostras
sequenciadas a "espécies" nas analises do ASTRAL-III, organizamos os dados de duas formas
diferentes. Primeiro classificamos as amostras sequenciadas segundo os oito clados inferidos
por Sabbag et al. (2018). Em seguida, classificamos as amostras conforme populagdes que
minimizam o desequilibrio de Hardy-Weinberg obtidas na analise de atribuicdo realizada com
0 programa STRUCTURE (ver detalhes acima). Utilizamos um valor minimo de 0,95 de
probabilidade posterior local para considerar um né como resolvido nas arvores de espécies
obtidas com o ASTRAL. Para a visualizagdo das arvores utilizamos o programa FigTree v.1.4.3

(https://github.com/rambaut/figtree/releases).

Estimativas de fluxo génico
Para estimar valores de fluxo génico entre os clados e agrupamentos utilizamos os 414
loci de AHE no programa G-PhoCS v.1.2.3 (Gronau et al. 2011). Esse programa utiliza

métodos coalescentes bayesianos e cadeia de Markov (i.e., MCMC) para estimar
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probabilidades de migracdo de uma populagédo para outra, utilizando médias a priori para as
distribui¢des dos parametros 0 (theta, relacionado a propor¢ao de sitios variantes) e t (tau, que
indica o tempo de divergéncia, como produto entre o tempo em anos e a taxa de mutagéo). O
programa utiliza também médias de distribuicdes a priori das taxas de migracao (m). Essas trés
médias sdo fornecidas ao programa através dois valores, a e B, que seguem uma distribuigao
do tipo GAMMA, em que a média ¢ igual a o/B. Entretanto, como o programa exige que 0s
valores de a e B sejam os mesmos para 0 e T, ndo conseguimos até 0 momento escolher valores
que sirvam para ambos os pardmetros. Utilizamos, entdo, valores aleatdrios para testes
preliminares, sendo eles: a = 3,0 (para 6 e 1); B = 3000,0 (para 0 e 1); o = 0,002 ¢ § = 0.00001
(para m). Utilizamos também uma funcao de ajuste automatico de parametros, fornecida pelo
algoritmo do programa. Além disso, fornecemos ao programa a topologia da arvore de espécies
produzida com o ASTRAL-III para os agrupamentos resultantes das analises de atribuicao.
Para definir as bandas de migracdo (pares de populacbes formados por uma populacdo de
origem — “O” — e uma populagdo de destino — “D” —, Gronau et al. 2011), consideramos a
possibilidade de (i) fluxo génico entre agrupamentos do STRUCTURE que contém amostras
ocorrendo em sintopia ou simpatria com amostras de agrupamentos distintos e (ii) fluxo génico
entre os agrupamentos do STRUCTURE que mostraram indicio de possivel mistura (valores
de Q inferiores a 0,9).

Para cada caso consideramos fluxo génico nos dois sentidos (ou seja, estimamos duas
bandas de migrag&o). Fizemos duas réplicas das analises, cada réplica com 1.000.000 iteragdes,
amostrando a cada 10 iteragdes, na nuvem computacional do projeto DataSounds
(http://www.datasounds.org/), hospedado pela plataforma Rackspace US, Inc. Fizemos o burn-
in das corridas posteriormente no programa Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al. 2018), retirando os
primeiros 10 % de iteracGes. No Tracer também conferimos a convergéncia das anéalises,
considerando como convergidas as corridas que possuissem parametros com valores médios
de ESS (effective sample size, Rambaut et al. 2018) iguais ou maiores do que 200.

A partir das médias fornecidas pelo programa Tracer, calculamos a taxa total de
migrantes (“M”) e a quantidade esperada de migrantes por geragao (“Amig/ger”). A taxa total de
migrantes (“mM”) é o produto da taxa média de migrantes entre a origem e o destino pelo T médio
calculado para o nd que inclui a origem e o destino (mop X top). A quantidade esperada de
migrantes por gera¢ao (“Amig/ger’”) € o produto da taxa média de migrantes entre a origem € 0o

destino pelo 6 médio calculado para o destino (mop X 6p).

Delimitagéo de linhagens
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Conduzimos andlises conjuntas de delimitacdo bayesiana de espécies e inferéncia de
arvores de espécies com o programa BPP v.3.4 (Yang 2015; Flouri et al. 2018). Esse método
utiliza o modelo coalescente para comparar diferentes possibilidades de delimitacdo de
potenciais espécies (Yang e Rannala 2010) e arvores filogenéticas de espécies (Yang e Rannala
2014, 2017) com metodologia bayesiana e cadeias de Markov com “saltos reversiveis”
(reversible jump Monte Carlo Markov Chain, rjMCMC; (Rannala e Yang 2013). Esse
programa considera a selecdo incompleta de linhagens (incomplete lineage sorting) devido a
polimorfismos ancestrais e considera também discordancias entre arvores de genes e arvores
de espécies.

Os algoritmos do programa assumem gue as sequéncias ndo apresentam recombinacéo
dentro de um loci, mas que apresentam recombinacao entre os loci. Assumem também que néo
existe migracdo entre as sequéncias (fluxo génico) e que a evolugédo dos loci segue a teoria
neutra de relégio molecular com o modelo de substituicdo nucleotidica JC69 (Yang 2015). Por
essa razdo, os autores afirmam que loci ideais sdo aqueles que sédo curtos (entre 500 e 1000 pb)
e fracamente ligados (Yang e Flouri 2018). Utilizamos entdo os loci de AHE que tivessem entre
500 e 1000 pb (48 loci no total) em um teste preliminar de utilizacdo do programa com a anélise
All, que estima paralelamente a arvore de espécies e 0 modelo de delimitacdo dos grupos
(Yang e Rannala 2014).

A semelhanca do G-PhoCS, o BPP faz uso do 6 e t. O usuario fornece valores de a ¢ B
da mesma forma, porém seguindo uma distribuicdo do tipo INVERSEGAMMA, em que a
média ¢ igual a B/(o. — 1) para a > 1 e a variancia é igual a p%/[(a — 1)?(a — 2)] para o> 2. O
programa separa os 0 de todas as populagdes atuais e ancestrais, para os quais o € 3 s30 0s
mesmos, ¢ utiliza a e B apenas para o t do ancestral comum entre todas as populagdes (chamado
aqui de to0). Os outros valores de 1, dos outros ancestrais do sistema, sdo obtidos pela
distribuicdo uniforme de Dirichlet (Yang e Rannala 2010, equacdo 2). Para esses testes
preliminares, seguimos a abordagem de Leaché e Fujita (2010) de combinar diferentes
“extremos” de 0 e 1o em testes distintos. Como Leaché e Fujita (2010) utilizaram uma versao
anterior do BPP na qual a distribuicdo desses parametros era do tipo GAMMA, precisamos
adaptar os valores para a distribuicdo INVERSEGAMMA, utilizando a média e a variancia dos
parametros de Leaché e Fujita (2010). Sendo assim, fizemos as seguintes combinagdes: (i) 0s
grandes (o = 2; B = 0,1) e 10 antigo (o = 2; B = 0,1); (i1) Os pequenos (o = 2; B = 0,001) e 1o
recente (a.=2; B =0,001); (ii1) Os grandes (o =2; B =0,1) e 1o recente (a.=2; p = 0,001); e (iv)
0s pequenos (o= 2; B =0,001) e 10 antigo (o = 2; p = 0,1). Testamos também dois algoritmos

diferentes de rjMCMC oferecidos pelo programa, chamados pelos autores de algoritmos “0” e
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“17.

Para essas andlises agrupamos os individuos de acordo com os clados obtidos em
Sabbag et al. (2018) na tentativa de manter a premissa de auséncia ou valores minimos de fluxo
génico (ver resultados). Utilizamos como prior de modelo de espécies o uniform rooted trees
e finetune de 0,1 para todos os pardmetros. As cadeias de Markov com “saltos reversiveis”
foram de 500.000 iteracdes, amostrando a cada cinco iteracdes, e descartando as 10.000
primeiras amostragens. As andlises foram feitas na nuvem computacional do projeto

DataSounds, hospedado na plataforma Rackspace US, Inc.

Reldgio molecular

Utilizamos o programa StarBEAST2 v.14 (Ogilvie et al. 2017), implementado na
plataforma do programa BEAST v.2.5.0 (Bouckaert et al. 2014), para estimar arvores de
espécies datadas com reldgios moleculares. StarBEAST?2 utiliza cadeias de Markov
(Drummond et al. 2002) em inferéncias bayesianas com estrutura coalescente. Elaboramos o
arquivo de entrada para o StarBEAST com o utilitario BEAUTLi, com os 48 loci de AHE que
continham entre 500 e 1000 pb e com o fragmento de 16S-ARBR, para o qual possuiamos uma
taxa de evolucdo molecular relativa (0,0019794 substituicdes por sitio por milhdo de anos)
obtida a partir das analises calibradas com a taxa de evolucdo molecular do fragmento de ND2,
por Sabbag et al. (2018). Utilizamos dois agrupamentos distintos para os individuos de
Thoropa, um com os clados de Sabbag et al. (2018) e outro seguindo as populacGes encontradas
nas analises de atribuicdo com o STRUCTURE. Seguimos os parametros sugeridos pelo
tutorial “StarBEAST v14 tutorial” de Huw A. Ogilvie (Barido-Sottani et al. 2018), que incluiu
ligar os reldgios moleculares quando usando um rel6gio molecular estrito, usar o modelo HKY
de substituicdo nucleotidica, estimando as taxas de substituicdo, o pardmetro Kappa, e
utilizando as frequéncias das bases na opgao “empirica”; modelo populacional de populagdes
constantes; os reldgios estritos, com taxas estimadas para o0s 48 loci de AHE e a taxa de 16S-
ARBR calculada, e 0 modelo Birth-Death. Fizemos as corridas com 500 milhdes de geracgdes,
amostrando as arvores e as estatisticas a cada 50 mil geragdes. O programa foi rodado na nuvem
computacional do projeto DataSounds, hospedado pela plataforma Rackspace US, Inc.
Conferimos a convergéncia das corridas com o programa Tracer, considerando como
convergidas as analises que apresentassem parametros com valores médios de ESS iguais ou
maiores do que 200. Convertemos as arvores para o formato editavel no utilitario
TreeAnnotator do BEAST2, com burn-in de 25 %, com maximum clade credibility tree e

median heights. Editamos as arvores no FigTree.
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RESULTADOS

Estrutura populacional segundo o genoma nuclear

Os resultados do STRUCTURE suportam 0 mesmo nimero 6timo de populagtes (K)
tanto pelo critério do AK (Figura 1a) quanto pelo critério do Evanno (Figura 1b), sendo esse K
=10 (Figura 1c, Apéndices 4 e 5). Thoropa saxatilis e T. megatympanum se apresentaram como
populagdes separadas. Os trés clados de T. taophora (tao-1, tao-2, e tao-3, Sabbag et al. 2018)
se apresentaram como uma populagédo unica. Em T. miliaris, todos os clados de Sabbag et al.
(2018) foram recuperados separadamente como populacées.

Com excecéo de mil-2 e mil-4 que apresentaram subestrutura (populagdes mil-2a e mil-
2b, e populagdes mil-4a e mil-4b), os agrupamentos nao apresentam estrutura interna. Essas
sdo também as unicas populacdes que apresentaram limites genéticos pouco definidos (valores
de Q inferiores a 0,9): mil-2a, que apresentou evidéncia de possivel fluxo génico com mil-2b,
e mil-4a com mil-4b (Figura 1c). A alocagdo das amostras que mostraram compartilhamento
de alelos foi feita a partir das suas respectivas posi¢cdes nas arvores de genes.

Relacionamentos filogenéticos

Nas arvores de genes feitas independentemente com cada loci, Thoropa taophora é
recuperada como monofilética com alto suporte (> 0,75) em algumas das arvores e T. miliaris
em nenhuma delas. Em nenhuma arvore de gene as relagcdes entre T. megatympanum + T.
taophora + T. miliaris sdo resolvidas. Por outro lado, a arvore de genes concatenados recuperou
T. miliaris e T. taophora como monofiléticas com alto suporte e a relagdo entre elas foi
recuperada com suporte maximo, sendo T. saxatilis irma de todas as outras e T. megatympanum
irma de T. taophora + T. miliaris (Figura 2). Além disso, a arvore concatenada também
recuperou todas as linhagens de T. miliaris como monofiléticas com alto suporte e com relacbes
resolvidas. Mil-5 € irma de todas as outras, mil-1 irma de mil-2 + mil-3 + mil-4, mil-2 irma de

mil-3 + mil-4 e mil-3 irm& de mil-4 (Figura 2).
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CFBH-T 10806 Muniz Freire, ES
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T. saxatilis - sax
T. megatympanum - meg

— MCP 11918 i T. saxatilis | Timbé do Sul, SC seq2
1918

T. saxatilis | Timbé do Sul, SC SG?\A
CNAM 2072J T megatympanum
10(34; MCNAM 2072 | T megatympanum | Santana do Rlacho MG | seq2
_ 34898 T faophora| guape, SP | seq1
106‘: CFBH 4898 | T. taophora | Iguape, SP | seq2
31102 | T. taophora | Paraty, RJ | seq1
100 10 CFBH 31102{ T taophora | Paraty, RJ | seq2

Santana do Riacho, MG | seq1

T. taophora - tao

10 CFBH 153 T taophora | linabela, SF' seq2
100 10 CFBH 15325 taophora IIhabeIa SP seq1
61 SP 143712 taophora | Santos, SP | se
10 MZUSP 143712| T tao hora Santos, SP |se
100" = CFB 50 \ T. mifiaris | Santa Maria Madalena RJ | seq2
CFBH 2 0 | Tmiliaris' | Santa Maria Mada\ena RJ | seq1

CFBH 28065 | T, miliaris | Santa Maria Madalena, RJ | seq2
100] 100 CFBH 28065 | T, miliaris | Santa Maria Madalena RJ| seq1
1007 75! 70701 | T. miliaris | Macaé, RJ | ses
100 MNRJ 70701 |'T._miliaris | Macaé, RJ | seq
{ FBH 18013 | T. miliaris | Santa Teresa, ES | seq2
100" CFBH 18013 | T. miliaris | Santa Teresa, ES | seq1
CFBH 18446 | T. miliaris | Vitoria, ES | seq1
CFBH 18446 | T. miliaris | Vitéria, ES | seq2
CFBH 29 17J T. miliaris Dommgos Martins, ES | seq2

T. miliaris - mil-5

100

T. miliaris - mil-1
100 CFBH 29317 T. miliaris | Domingos Martins, ES | seq1
L,_T miliaris | Cachoeiro de \tapemlrlm ES | seql
5984 | T. miliaris | Cachoeiro de Itapemmm S | seq
CFBH 41072 T miltaris | Pindamonhangaba, SP seq
100" CFEH 41072 T. miliaris. Pmdamonhan%ﬁlba
CFBH 28054 | T. miliaris | Santa Maria Madalena, RJ \ Se
100 100 CFBH 28054 T. miliaris | Santa Maria Mada\ena RJ| seq
10 H 1 |’_T miliaris LPetropohs RJ | seg
100 100— CFBH 10125 miliaris | Petropolis, RJ | seq
100 CFBH 27290 T._miliaris | Carangola, MG \ seq2
100 CFBH 27290 | T. miliaris | Carango\a MG ISI
MNRJ 72832 T. miliaris | Santa Barbara G | seqt
98| 105': MNRJ 72832 | 7. miliaris | Santa Barbara, MG JI seq2
CFBH 32133'| T_miliaris | ltamaraju, BA \ seq
CFBH 32133 | T miliaris | ltamaraju, BA | seq2
CFBH 18431 | T. miliaris Dom\ngos Mamns seql
CFBH 18431 | T. miliaris | Domingos Martins, ES seq2
CFBH 30707 | T mu‘tarpsl Santa Teresa, ES | seq2

100

T. miliaris - mil-2a

T. miliaris - mil-2b

0,005 100|

10 CFBH 30707 | T. miliaris | Santa Teresa, ES | seq1
CFBH-T 10806 | T. milfaris | Muniz Freire, ES seq
100" CgESHTZE(EIBT%G\‘TT mfhansl |MMumz Fdrelrse IES sl:eq |
miliaris | Mimoso do Sul se iliarie - mil-
10 100 CFBH 254 T. miliaris “MHTIOSO do Sul, ES | squ T. miliaris - mil-3
100l CFBH 25474 ~_miliaris | Mimmoso do Sul ESé seql
100" CFBH 25474 | T. miliaris | Mimmoso do Sul, ES | seq2

CFBH 27366 T. miliaris | Santa Maria Madalena, RJ | seq2
CFBH 27 | T. miliaris | Santa Maria Madalsna RJ | seq1
CFBH 27292 T mmansJ Carangola, MG q1

100 T. miliaris - mil-4a

CFBH 27292 | T_miliaris | Carangola, MG | seq2

MNRJ 40642 | T. miliaris | Rio de Janeiro, RJ seqi
MNRJ 40642 | T. miliaris Rlo de Janeiro, RJ | seq2
CFBH-T 14343 | T. miffaris | Sao José do Barreiro, SP | seq2
CFBH-T 14343 | T milians | Sao José do Barrewo, SP |'seql
CFBH 31105 | 7. miliaris | Paraty, RJ | seq1

100! CFBH 31105 | T. miliaris | Paraty, RJ | seq2

T. miliaris - mil-db

\_Y_)-_\y__‘;v_/%/_/;v_f;v_/\_v_%_)_ﬁ_};

Figura 2: Arvore de genes concatenados, inferida pelo programa RAXML. Valores de suporte abaixo dos nos sdo valores de “bootstrap” em porcentagem. Terminais em negrito
séo topotipos de Thoropa megatympanum, T. miliaris e T. taophora.
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As arvores de espécies obtidas com o ASTRAL-III também recuperaram Thoropa
saxatilis irma de todas as outras, T. megatympanum irma de T. taophora + T. miliaris e T.
miliaris como monofilética. Todos 0s nds apresentaram altos valores de suporte, com excecao
de alguns n6s com suportes ligeiramente mais moderados. S&o eles o n6 que inclui mil-2 e mil-
3 + mil-4 (PPL = 92 %) na &rvore feita considerando os oito clados de Sabbag et al. (2018)
como espécies (Figura 3) e do nd que inclui mil-2a + mil-2b a mil-3 + (mil-4a + mil-4b) (PPL
=92 %) na arvore considerando as dez populagdes das analises de atribuicédo (Figura 3) (Figura
4).
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Figura 3: Arvores de espécies inferidas pelo programa ASTRAL-III, considerando como espécies: (a) 0s oito
clados obtidos por Sabbag et al. (2018), e (b) e as dez populagdes encontradas com o melhor K (K = 10) inferido
pela analise de atribuicdo. Os valores de suporte abaixo dos nés sdo valores de probabilidades posteriores locais
(PPL) e o comprimento de ramo é dado em unidades de coalescéncia.
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Figura 4: Diagramas representativos das topologias das &rvores de espécies por coalescéncia juntamente com o
K10 inferido nas analises de atribui¢do. Esquerda: arvore de espécies inferida com os oito clados de Sabbag et al.
(2018). Centro: histograma 100 % empilhado do melhor K (K = 10) das anlises de atribui¢do. Direita: arvore de
espécies inferida com os dez grupos encontrados nas anélises de atribuicdo. Valores de suporte abaixo dos nds
indicam as probabilidades posteriores locais (PPL) em porcentagem (%). Os comprimentos dos ramos das arvores
ndo possuem escala.

Estimativas de fluxo génico

Estimamos a migracdo em duplo sentido (“a” ¢ “b”) para oito bandas no programa G-
PhoCS, nomeadas de bl a b8 (Figura 5). As bandas bl e b2 consideram migracéo entre as
populacBes que apresentaram evidéncia de possivel fluxo génico segundo andlises de
atribuicdo, sendo elas mil-2 (mil-2a e mil-2b) e mil-4 (mil-4a e mil-4b). A banda b3 considera
migracdo entre as populagdes mil-1 e mil-2b, que sdo simpatricas tanto em Domingos Martins
(ES) quanto em Santa Teresa (ES). A banda b4 considera migracao entre populacfes mil-2b e
mil-4a, que sdo sintopicas em Carangola (MG). As bandas b5, b6 e b7 consideram migracéo
entre populagdes mil-2a, mil-4a e mil-5 (em pares), que sdo sintdpicas e simpéatricas em Santa
Maria Madalena (RJ). E a banda b8 € entre Thoropa taophora e mil-4b, sintdpicas em Paraty
(RJ).
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Figura 5: Diagrama representativo das bandas de migracdo utilizadas para
estimar fluxo génico com G-PhoCS, juntamente com a topologia inferida por
coalescéncia considerando os agrupamentos da analise de atribuicdo. As setas
representam as bandas de migracéo, com cddigos de bla até b8b.
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Algumas das bandas e sentidos testados tiveram ambas as réplicas pouco convergidas,
como blb (de mil-2b para mil-2a), b2b (de mil-4b para mil-4a), b4a (de mil-4a para mil-2b),

b7a (de mil-4a para mil-2a), b7b (de mil-2a para mil-4a). Outras tiveram apenas uma réplica

pouco convergida, como b4b (de mil-2b para mil-4a), b5b (de mil-4a para mil-5) e b8a (de

Thoropa taophora para mil-4b) (Tabela 3). Dessas, poucas corridas tiveram muita dificuldade

de convergéncia, nunca duas réplicas da mesma banda (Tabela 3). A maior quantidade de

migrantes por geracdo foi de 0,11228, de mil-2b para mil-1 (b3b), e a menor foi de 0,00034

migrantes por geracdo, entre mil-4b e T. taophora (b8b) (Tabela 3). A maior taxa total de

migracéo foi encontrada de mil-1 para mil-2b (b3a) e a menor taxa total foi encontrada entre

mil-4b e T. taophora (b8b) (Tabela 3).



44

Tabela 3: Bandas de migracdo utilizadas no programa G-PhoCS, com respectivos sentidos (origem e destino), com
resultados obtidos sumarizados pelo programa Tracer para cada réplica (“Rep”), sendo eles: “Op" (6 médio da populacao
de destino), “top” (t médio do nd que inclui as populagdes de origem e destino), “Xn” (taxa média de migragao calculada
para a banda), “IC (Xm)” (intervalo de 95 % de confianga da taxa média de migragdo da banda), “m” (quantidade esperada
de individuos migrantes por geragdo), “Amig/ger” (nUmero de migrantes por geragdo). VValores com baixos ESS (menores
do que 100) estdo em vermelho e valores com ESS medianos (entre 100 e 200) estdo em azul.

Sentido o Fornecidos Calculados
Banda - - Réplica

Origem Destino 6o TOD Xm IC (Xm) m Amig/ger
12 0.01523 0.00257 3.24100 [0,3709, 6,4092] 0.04936 0.00832

bla mil-2a mil-2b
28 0.01522 0.00257  3.25400 [0,5115, 6,2907] 0.04953 0.00835
) ) 1@ 0.00276 0.00269 22.97400 [11,0769, 35,3937] 0.06348 0.06173

blb mil-2b mil-2a
28 0.00277 0.00269 22.21500  [10,65, 34,4597] 0.06151 0.05969
] ) 12 0.00289 0.00123 25.10400 [3,6275,50,8436] 0.07245 0.03088

b2a mil-4a mil-4b
28 0.00286 0.00126 37.53500 [9,7308,67,5995] 0.10735 0.04741
12 0.00314 0.00121 23.13000 [0,00001, 52,937] 0.07258 0.02808

b2b mil-4b mil-4a
28 0.00314 0.00122 24.33100 [0,00001, 53,5521] 0.07640 0.02968
. . 18 0.01466 0.00429 20.14000 [15,6407,24,5684] 0.29525 0.08648

b3a mil-1 mil-2b
28 0.01468 0.00428 19.94700 [15,4076, 24,4357] 0.29282 0.08543
) ) i 0.00886 0.00443 25.32900 [19,9327,30,9913] 0.22431 0.11228

b3b mil-2b mil-1
28 0.00886 0.00443 25.32900 [19,9327,30,9913] 0.22431 0.11228
] ) 12 0.01532 0.00361 0.70600 [0,00002, 1,7654] 0.01082 0.00255

bda mil-4a mil-2b
28 0.01533 0.00361  0.32900 [0,00001, 1,3808] 0.00504 0.00119
12 0.00316 0.00362  3.60000 [0,0226, 7,5615] 0.01138 0.01303

b4b mil-2b mil-4a
28 0.00316 0.00362 4.29600 [0,8312, 8,3955] 0.01357 0.01555
. . 18 0.00317 0.00567 3.51600 [0,5433, 6,9252] 0.01113 0.01995

b5a mil-5 mil-4a
28 0.00316 0.00568 3.70600 [0,5824, 7,2667] 0.01172 0.02106
) ) 12 0.00150 0.00572 6.59200 [1,2039, 12,3173]  0.00987 0.03772

b5b mil-4a mil-5
28 0.00151 0.00570 6.51200 [2,0127,12,0572] 0.00983 0.03714
) ) 12 0.00288 0.00566 1.60600 [0,0021, 3,5049] 0.00462 0.00909

b6a mil-5 mil-2a
28 0.00288 0.00566  1.50800 [0,00003, 3,4197] 0.00434 0.00853
12 0.00151 0.00579 7.78900  [3,1847,12,6529] 0.01172 0.04507

b6b mil-2a mil-5
28 0.00150 0.00579 7.90900  [3,2882,12,8959] 0.01188 0.04580
) . 18 0.00285 0.00361  4.35900 [0,6902, 8,5542] 0.01241 0.01575

b7a mil-4a mil-2a
28 0.00285 0.00362  4.35600 [0,00005, 8,3141] 0.01241 0.01577
) ) 12 0.00317 0.00361 1.25200 [0,00001, 4,3432] 0.00397 0.00452

b7b mil-2a mil-4a

22 0.00317 0.00361 1.77400  [0,00003.4,5225] 0.00563 0.00641
12 0.00291 0.00578 0.07063  [0,00001, 0,4006] 0.00021 0.00041
28 0.00291 0.00575  1.02800 [0,0001, 2,9321]  0.00300 0.00591
12 0.00277 0.00578 0.05905  [0,00001, 0,3264] 0.00016 0.00034
28 0.00278 0.00577  0.06204 [0,00001, 0,348]  0.00017 0.00036

b8a  T.taophora mil-4b

b8b mil-4b T. taophora

Delimitacao de linhagens
Os resultados das analises do BPP variando os parametros 0 e to foram semelhantes e

suportam os oito clados como espécies (Tabela 4), sendo elas: Thoropa saxatilis (“sax”), T.
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megatympanum (“meg”), T. taophora (“tao”) e os cinco clados publicados de T. miliaris (“mil-
17, “mil-2”, “mil-3”, “mil-4” e “mil-5") (Sabbag et al. 2018). Das oito combinagdes diferentes
feitas (com rjMCMC 0 ou 1, e com diferentes valores de 0s ¢ 10), apenas uma (combinagao ““iii”
com rj = 1) ndo encontrou probabilidades posteriores maximas em todas as iteraces para as
oito linhagens.

O BPP ndo encontrou, entretanto, convergéncia nas hipoteses de relacionamento, sendo
que as hipoteses mais provaveis de cada combinagdo resultaram em no maximo 22 % de
probabilidade posterior (Tabela 4) e eram, em geral, diferentes em pelo menos algum
relacionamento interno. A Unica unanimidade em relacdo a topologia diz respeito a posicao de

Thoropa saxatilis, que aparece como irma de todas as outras em todos os testes.

Tabela 4: Resultados das anélises feitas com o BPP para inferir concomitantemente a melhor arvore de espécies e a melhor
delimitacdo de linhagens. “C” indica a identificacio da combinagéo feita com 6s e 1o diferentes. “rj” indica o algoritmo utilizado
para a cadeia de Markov com “saltos reversos” (“rjMCMC”). Os valores de 0s (theta) e 1o (thau) estdo indicados com o e . Para
cada combinagdo diferente de rfMCMC, 0s e 1o, 0 BPP forneceu as melhores arvores e as melhores delimita¢@es de linhagens, com
respectivos nimeros de iteracdes que recuperaram aquela topologia ou delimitacdo (“Ni”), probabilidades posteriores (“PP”), € 0
resultado (“topologia” para arvores, e “Nesp”” para numero de linhagens inferidas).

Resultados
C rj ((fsﬁ) ((;:‘)ﬁ) Arvores DelimitacBes
Nit PP topologia Nit PP Nesp

i 0 2,0,1 2,01 11901 0,023802 (sax, ((mil-1, (mil-2, (mil-4, mil-3))), (meg, (mil-5, tao)))) 500000  1,000000 8
i 1 2,01 2,01 12953 0,025906 (sax, (meg, ((mil-5, tao), (mil-1, (mil-2, (mil-4, mil-3)))))) 500000  1,000000 8
i 0 20001 2,0,001 101071 0,202142 (sax, (meg, (mil-5, (tao, ((mil-4, mil-3), (mil-1, mil-2)))))) 500000  1,000000 8
i 1 20001 2,0,001 103891 0,207782 (sax, (meg, (tao, (mil-5, ((mil-4, mil-3), (mil-1, mil-2)))))) 500000  1,000000 8
i 0 2,0,1 2,0,001 12222 0,024444 (sax, (meg, ((mil-5, tao), (mil-1, (mil-2, (mil-4, mil-3)))))) 500000  1,000000 8
i 1 2,01 2,0,001 9822 0,019644 (sax, (meg, ((mil-5, tao), (mil-1, (mil-2, (mil-4, mil-3)))))) 474574 0,949148 8
iv 0 20001 2,01 111814 0,223628 (sax, (meg, (tao, (mil-5, (mil-1, (mil-2, (mil-4, mil-3))))))) 500000  1,000000 8
iv 1 20001 2,01 100139 0,200278 (sax, (meg, (tao, (mil-5, (mil-1, (mil-2, (mil-4, mil-3))))))) 500000  1,000000 8

Relogio molecular

Os resultados do StarBEAST2, tanto considerando as espécies como clados de Sabbag
et al. (2018) quanto considerando as espécies como as popula¢des inferidas pelo STRUCTURE,
mostram que as diversificacdes ocorreram a partir do final do Mioceno e se intensificaram
principalmente no Plioceno, até o Pleistoceno (Figura 6). Com exce¢do dos valores da raiz, 0s
intervalos de confianca s&o curtos. Além disso, tanto a topologia da arvore por clados quanto a
topologia da arvore por populacgdes recuperaram Thoropa saxatilis irméa de todas as outras com
alto suporte, T. megatympanum irm& de T. taophora + T. miliaris tambem com alto suporte e

T. miliaris parafilética em relagdo a T. taophora com suporte baixo.



46

Thoropa saxatilis

| Thoropa megatympanum
100

Thoropa taophora

100

79

Thoropa miliaris - mil-5

100 ‘ Thoropa miliaris - mil-1

100{ | Thoropa miliaris - mil-2

0,6

| Thoropa miliaris - mil-3

Thoropa miliaris - mil-4

(b)

Thoropa saxatilis

| Thoropa megatympanum
100

| Thoropa taophora

100

Thoropa miliaris - mil-5
:100 Thoropa miliaris - mil-1
= Thoropa miliaris - mil-2a
100
‘————————— Thoropa miliaris - mil-2b

Thoropa miliaris - mil-3

06

94 ——— Thoropa miliaris - mil-4a

100

Thoropa miliaris - mil-4b

T
6 5 4 3 2 1 /(IJ Ma
Mioceno Plioceno Pleistoceno Holoceno

Figura 6: Arvores de espécies datadas, inferidas pelo StarBEAST2, considerando as espécies como: (a) clados
(Sabbag et al. 2018) e (b) as dez populacbes obtidas pelo STRUCTURE. Valores abaixo dos nés indicam
probabilidades posteriores. Barras azuis indicam os intervalos de confianca das data¢Ges. Na parte inferior, a barra
de referéncia das épocas geologicas esta em milhdes de anos (Ma).

DISCUSSAO

A diversificacdo de Thoropa do grupo miliaris foi recentemente investigada utilizando

uma ampla amostragem populacional e dados multilocus que suportaram uma historia ancestral
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para o grupo miliaris e suas quatro espécies, bem como diversos clados bem suportados de T.
miliaris e cujos relacionamentos ndo foram resolvidos (Sabbag et al. 2018). Portanto, nesse
trabalho néo ficou claro se T. miliaris € uma espécie monofilética e se a estrutura contida pode
representar linhagens verdadeiras adicionais. No presente trabalho sequenciamos individuos
destas espécies e suas linhagens para centenas de fragmentos, testando a hip6tese alternativa de
que as mesmas trocam genes em niveis ndo negligenciaveis. Através de andlises de atribuicdo,
analises filogenéticas e coalescentes, encontramos que a diversidade genética no grupo esta sim
distribuida em linhagens que parecem estar evoluindo com alguma independéncia porém,
possivelmente com fluxo génico entre algumas delas. Os relacionamentos entre estas potenciais
espécies suportam a monofilia do grupo atualmente chamado de T. grupo miliaris.
Curiosamente, suas diversificagdes sdo muito mais recentes do que acreditavamos, ocorrendo
principalmente no Pleistoceno. Nossos resultados trazem consequéncias importantes para a

taxonomia, biogeografia e conservagao deste grupo, que sao discutidos abaixo.

Estrutura populacional e relages filogenéticas

Os critérios de Evanno e de L(K) foram unanimes na obtencao do K 6timo, indicando
que os individuos sequenciados sdo mais bem alocados em dez populagBes distintas. A
estruturacdo encontrada por nossas analises de atribuicdo parece indicar auséncia de intenso
fluxo génico atual entre a maioria das populagdes no que diz respeito aos fragmentos genéticos
analisados.

Dessas populacGes, trés (Thoropa saxatilis, T. megatympanum e T. taophora)
correspondem a espécies validas previamente recuperadas como monofiléticas com alto suporte
(Sabbag et al. 2018), trés correspondem a clados previamente descritos e considerados como
possiveis linhagens de T. miliaris (Sabbag et al. 2018) e quatro correspondem a populacdes
aninhadas nos dois clados restantes de T. miliaris. Esse numero pode, no entanto, representar
ainda uma subestimativa do numero de populacBes, visto que a presenca de amostras
geograficamente distantes e molecularmente divergentes (e que, portanto, possuem a tendéncia
de ndo compartilnarem alelos com outras amostras) pode afetar as andlises de atribuicéo
(Puechmaille 2016). Algumas formas de testar se esse € o caso incluem refazer as analises
separadamente por espécie ou entdo refazer as andlises deixando as populagbes com
amostragem numericamente equivalente (Puechmaille 2016). Esse teste poderia confirmar
também se as linhagens de T. taophora representam de fato uma tnica populacéo genética que
troca genes livremente, ja que a amostra de Iguape (SP) é parte de uma linhagem apontada

como uma espécie putativa contida em T. taophora (Fitzpatrick et al. 2009).
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Thoropa taophora esta distribuida em todo o litoral do estado de S&o Paulo até Paraty,
no estado do Rio de Janeiro e na Serra de Paranapiacaba, também no estado de S&o Paulo
(Figura 7). Das populacdes de T. miliaris, o clado mil-1 distribui-se na porcao sul do estado do
Espirito Santo. O clado mil-2 distribui-se por areas montanhosas no interior dos estados da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo. O clado mil-3 é endémico de
Muniz Freire e Mimoso do Sul, municipios do estado do Espirito Santo. O clado mil-4 ocorre
nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, incluindo a localidade-tipo de T.
miliaris. E o clado mil-5 é localizado na por¢do norte da Serra do Mar no Rio de Janeiro,
abrangendo os municipios de Santa Maria Madalena e Macaé. Mil-2a inclui individuos de
Pindamonhangaba (SP), Petrdpolis e Santa Maria Madalena (RJ); e mil-2b inclui individuos de
Carangola e Santa Barbara (MG), Domingos Martins e Santa Teresa (ES) e Itamaraju (BA).
Mil-4a inclui individuos de Carangola (MG) e Santa Maria Madalena (RJ); e mil-4b inclui Séo
José do Barreiro (SP), Paraty e Rio de Janeiro (RJ). Tanto mil-2 quanto mil-4 aparentam possuir

uma subestruturacdo geogréafica norte-sul (discutido adiante).
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Figura 7: Distribuicdo das amostras de Thoropa do grupo miliaris sequenciadas para
Filogendmica Ancorada coloridas pelos grupos identificados pelas analises de atribuicéo
(“K10”, identificadas como “meg”, “mil-17, “mil-2a", “mil-2b”, “mil-3”, “mil-4a", “mil-
4b”, “mil-57, “sax”, “tao” seguindo a Figura 1). Altitudes estdo representadas em escala
de cinza, a cada 50 km, a partir do nivel do mar (cinza mais claro). “RS”, “SC”, “PR”,
“SP”, “MG”, “RJ”, “ES”, “BA” sdo as siglas das unidades federativas, respectivamente:
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S0 Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Bahia. Para melhor visualizagdo, algumas sintopias e simpatrias foram
representadas com circulos pretos pequenos com hastes até os circulos de cada amostra.
As duas amostras que apresentaram mistura de alelos (“mil-2ab” e “mil-4ab”) estdo
representadas por duas cores.
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Os limites observados entre algumas das populagdes podem também ser reflexo da
representatividade geografica entre as amostras (Frantz et al. 2009). Esse pode ser o caso, por
exemplo, entre as populacdes de mil-1 e mil-4, sendo possivel que um aumento na amostragem
com énfase em um maior numero de localidades possa ajudar a testar essa hipotese. No entanto,
a existéncia de limites genéticos claros entre populacdes ocorrendo em simpatria e sintopia
sugere que o isolamento pela distancia ndo é uma forca dominante no grupo de populacGes

estudado.

Relac0es filogenéticas

Thoropa miliaris ndo é recuperada como monofilética em nenhuma das 414 arvores de
genes construidas individualmente. Das 413 arvores em que aparece T. taophora (uma arvore
do total ndo possuia nenhum individuo dessa espécie), a monofilia de T. taophora foi
recuperada em 340 topologias com alto suporte. Das 73 &rvores em que T. taophora néo foi
recuperada monofilética, 12 foram enraizadas em T. megatympanum pela auséncia de T.
saxatilis e cinco foram enraizadas em algum terminal de T. miliaris (preferencialmente de ramo
mais longo) pela auséncia de T. saxatilis e T. megatympanum. As relacdes entre as espécies e
clados segue o mesmo padrdo encontrado nas arvores individuais de loci nucleares
anteriormente publicados (Sabbag et al. 2018), que é uma auséncia de resolucdo na maioria
deles. Esse resultado parece ser um reflexo dos tempos de divergéncia entre clados associado a
estocasticidade do processo coalescente. O fato de a divergéncia de topologia entre fragmentos
génicos ocorrer apenas nas espécies recentes sugere selecdo incompleta de linhagens. A
hipotese alternativa (fluxo génico intenso causando estas discordancias) parece pouco plausivel
porque os limites entre estas espécies foram recuperados com muita clareza na anélise de
atribuicao.

Ao incorporar os loci de AHE e o processo coalescente, obtivemos um dos ganhos mais
marcantes do nosso estudo: a resolucdo das relacBes entre as espécies de Thoropa do grupo
miliaris, especialmente no que diz respeito a T. miliaris e T. taophora na arvore de espécies em
comparagdo com a arvore de espécies de Sabbag et al. (2018). Tanto na arvore de genes feita
com os loci concatenados quanto nas arvores de espécies recuperamos T. miliaris como
monofilética com alto suporte e confirmamos T. taophora como sua espécie irma. Outra
diferenca importante entre esse estudo e o de Sabbag et al. (2018) é a resolucéo das relagdes
entre alguns clados internos de T. miliaris através de nds bem suportados: o clado mil-5 aparece
como irméo de todos os outros e o clado mil-1 como irmé&o de mil-2 + mil-3 + mil-4. Apenas

as relacdes entre mil-2, mil-3 e mil-4 permanecem ligeiramente menos suportadas e apenas nas
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arvores de espeécies (Figura 3). Na arvore de genes concatenados, mil-2 aparece como irméa de
mil-3 + mil-4 e mil-3 aparece irma de mil-4 (Figura 2).

Paralelamente, os nds com PPL de 92 % nas arvores de espécie sd0 0S mesmos nos que
agrupam clados que apresentaram subdivisdo nas analises de atribuicdo (Figura 4). Acreditamos
que uma explicagéo para isso seja a presenca das amostras que apresentam misturas de alelos
(CFBH 27290, Carangola, MG; e CFBH 27366, Santa Maria Madalena, RJ) que séo
“interpretadas” como selecdo incompleta de linhagens pelos programas baseados em
coalescéncia. Uma maneira de testar a influéncia dessas amostras nos valores de suporte é

retirando-as das analises.

Fluxo génico

As maiores quantidades de migrantes foram encontradas nas bandas b3a (0,08543-
0,08648 migrantes por geracdo) e b3b (0,11228 migrantes por gera¢do), com altos ESS e
réplicas com resultados semelhantes. Essas bandas s&o entre as populagdes de mil-1 para mil-
2b e de mil-2b para mil-1. Isso possui sentido geografico e evolutivo, ja que essas linhagens
sdo irmas e incluem as duas regides de simpatria do centro-sul do estado do Espirito Santo
amostradas nesse estudo (Domingos Martins e Santa Teresa). Existe pouquissima evidéncia de
fluxo génico entre T. taophora e mil-4b (bandas b8a e b8b) (entre 0,00034 e 0,00591 migrantes
por geracdo), mesmo essas duas linhagens ocorrendo em simpatria em Paraty (RJ). Isso
corrobora a hipotese de parafilia de T. miliaris em relacdo a T. taophora nas arvores de genes
nucleares ser resultado da estocasticidade do processo coalescente associada com divergéncia
recente entre as especies.

Apesar de ndo terem os maiores valores de migrantes por geracdo como esperado, as
bandas formadas entre subpopulacbes de mil-2 e mil-4 também apresentaram algum fluxo
génico, especialmente nas bandas blb, b2a e b2b (entre 0,02808 e 0,06173), Nossas analises
também mostram fluxo génico nas bandas que envolvem as trés linhagens simpatricas em Santa
Maria Madalena, principalmente entre as linhagens mil-4a e mil-5 (b5b) e mil-2a e mil-5 (b6b).
Mesmo que algumas réplicas possuam valores baixos de ESS, elas possuem resultados
similares, o que pode indicar consisténcia nas estimativas (Gronau et al. 2011). Para melhorar
a convergéncia das réplicas seria necessario repetirmos as analises alterando os parametros a
priori para conferir se as analises mantém essa consisténcia (Gronau et al. 2011).

No entanto, nossos resultados sdo dificeis de interpretar. Primeiro porque o G-PhoCS
parece possuir alto poder de reconhecer a ocorréncia de eventos de migracdo, mas possui baixa

capacidade para inferir as taxas desses eventos (Gronau et al. 2011), o que nos faz pensar que
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é possivel que exista ou tenha existido algum fluxo génico entre as linhagens. De qualquer
forma, néo esta claro se a abordagem utilizada é suficientemente sensivel para diferenciar entre
fluxo génico passado e fluxo ocorrendo no presente. Outro problema € que, embora as taxas de
migracdo sejam positivas, ha subjetividade na interpretacdo quanto ao seu significado
bioldgico, ou seja, na decisdo de interpreta-los como valores altos ou baixos. Este € um
problema inerente da escolha arbitraria de modelos e podera ser resolvido com ranqueamento

de modelos (Thomé e Carstens 2016), algo que esta fora do escopo deste estudo.

Delimitacéo de espécies e taxonomia

Nossas analises feitas com o BPP mostram uma quase unanimidade em aceitar a
existéncia de oito linhagens (possiveis espécies) dentro de Thoropa do grupo miliaris, sendo
que as subdivisBes encontradas para mil-1 e mil-4 ndo foram consideradas. Embora o BPP nédo
tenha conseguido encontrar uma arvore também unénime, todas as oito analises mostram T.
saxatilis irmé& de todas as outras e T. megatympanum irma de T. miliaris + T. taophora. Isso
corrobora os resultados da arvore de genes concatenados feita com o RAXML e das arvores de
espécies feitas com o ASTRAL-I1II, bem como os resultados anteriormente publicados (Sabbag
et al. 2018).

Os testes que efetuamos, variando valores altos e baixos de 6 e 19, S80 comuns em Varios
estudos (e.g., Fusinatto et al. 2013; Gehara et al. 2017; Deli¢ et al. 2017; Ramos et al. 2019),
pela impossibilidade de saber como sdo as distribuicdes reais desses parametros para cada
sistema. No entanto, esses trabalhos ndo reportam as diferencas ou semelhancas entre os testes,
de forma que ndo sabemos se 0s mesmos também encontraram resultados consistentes com
valores diferentes de 0 e to. Encontramos apenas um estudo feito com Iémures em Madagascar
que reportou resultados diferentes testando esses parametros em diferentes combinacGes (Blair
et al. 2014). Com isso, interpretamos o fato de quase todos os testes que efetuamos terem
chegado a probabilidades posteriores maximas como um indicio da existéncia de pelo menos
oito linhagens no nosso sistema, suportadas por 48 loci.

Ainda ndo testamos que tipo de delimitacdo de linhagens o BPP faria com as dez
populagdes encontradas pelo STRUCTURE. Esse tipo de teste seria interessante porque o BPP
pode juntar linhagens previamente definidas mas ndo pode separé-las (Yang 2015). Portanto,
ndo é possivel ainda dizer se as linhagens mil-2a, mil-2b, mil-4a e mil-4b seriam identificadas
pelas anélises de atribuicdo e, portanto, se poderiam ser consideradas espécies putativas.

Sukumaran e Knowles (2017) defendem que existe um problema conceitual na

utilizacao do termo “espécie” quando falamos sobre metodologias coalescentes que auxiliam
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na delimitacdo de unidades evolutivas independentes. Segundo os autores, estes métodos ndo
delimitam “espécies”, mas sim populagdes divergentes e “discretas”, que podem ou nao receber
nomes formais especificos. Existem poucos sistemas naturais com agrupamentos rigorosamente
comprovados como descontinuos e que, portanto, merecam o rotulo de espécies reais, ja que
existe a possibilidade de espécies serem abstragdes humanas (Coyne e Orr 2004). Um exemplo
de sistema comumente julgado como discreto e proximo do que seriam as espécies “reais” €
um sistema de populacdes divergentes e simpatricas (Coyne e Orr 2004), que é o caso de
algumas das populacdes desse estudo.

Carstens et al. (2013) defendem que a concordancia entre métodos pode ser utilizada
como critério na aceitacdo ou rejeicdo de hipdteses de partilha formal de espécies baseadas em
dados genéticos. Ja Padial et al. (2010) defendem o uso de mais de uma fonte de evidéncia (por
exemplo, combinar dados genéticos com dados fenotipicos) na tomada de decisdes
taxondmicas, algo ja praticado por muitos taxonomistas antes da formalizacdo da “taxonomia
integrativa”. No presente estudo nao utilizamos nem métodos adicionais de delimitacdo de
espécies e nem dados de outra natureza que ndo genéticos. Assim, optamos por assumir uma
posicdo conservadora por hora, interpretando que os métodos outrora desenvolvidos para a
delimitacdo de espécies auxiliaram na delimitacdo de linhagens que poderdo ou ndo
corresponder a espécies formais uma vez que mais dados sejam agregados. Ainda assim,
embora ndo haja consenso sobre o que sdo espécies e de como delimita-las, o processo de
especiacdo em si vem sendo definido como o surgimento de barreiras reprodutivas entre
populacdes (Ravinet et al. 2017), algo que parece ter acontecido em pelo menos algumas
linhagens de T. miliaris que, apesar de ocorrem sintopicamente, parecem ndo trocar genes.
Felizmente, a incluséo de muitas das localidades tipo no presente estudo (de T. megatympanum,
T. miliaris e T. taophora) sera de grande utilidade caso as linhagens venham a ser descritas, ja

que auxiliam a definir quais delas manterdo os nomes das espécies atualmente validas.

Reldgio molecular

As estimativas de tempo das analises feitas com StarBEAST mostram datas até seis
vezes menores do que as datas obtidas por Sabbag et al. (2018). Com a resolucéo de parte da
topologia nessa analise em relacdo a anterior, a data da diversificagdo entre Thoropa miliaris e
T. taophora aparece como mais antiga do que a diversificacdo dentro da linhagem mil-4. Outro
ganho do nosso estudo é em relagdo ao intervalo de confianca das datagcdes: em Sabbag et al.
(2018) as datacOes foram feitas com trés loci e os intervalos de confianga variaram entre

aproximadamente dois e 15 milhdes de anos, enquanto no presente estudo, com 49 loci,
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obtivemos uma reducdo de cerca de dez vezes nesses intervalos, que passaram a variar entre
0,25 e 1,5 milhdo de anos, aproximadamente. O aumento de resolugédo temporal com a adi¢do
de um numero maior de fragmentos é esperado por conta da estocasticidade do processo
coalescente e ilustra bem os beneficios pelo uso de um maior nimero de loci, especialmente

em grupos de espécies mais recentes.

Biogeografia e conservacao

Em termos espaciais, a estrutura genética encontrada apresenta padréo filogeografico
no sentido que as amostras agrupadas numa mesma populagdo ndo estdo muito distantes umas
das outras (Figura 2), o que sugere a retencao de sinal filogenético em suas distribuicdes. Em
termos temporais, grande parte da diversificacdo no grupo parece ter ocorrido no Pleistoceno.
Estudos com outros organismos deste bioma apontaram que a diversificacdo nesta época pode
ter sido influenciada por flutuacdes climaticas e/ou barreiras geogréficas decorrentes de
atividade neotectonica (Turchetto-Zolet et al. 2013). Por exemplo, a estrutura interna de mil-2
e mil-4 parece seguir uma orientacdo norte-sul: mil-2a distribui-se mais ao norte e mil-2b
distribui-se mais ao sul, assim como mil-4b que se distribui mais ao norte e mil-4a distribui-se
ao sul. Estruturacdo Norte-Sul é muitas vezes interpretada como decorrente de diversificacao
por isolamento em reflgios, embora a estrutura populacional encontrada nao pareca coincidir
com os refligios apontados em estudos anteriores (e.g., Carnaval e Moritz 2008; Carnaval et al.
2009) (Figura 2), mas ndo descartamos a possibilidade de processos de diversificacdo que
incluam refligios desconhecidos.

Os individuos que mostraram aparente mistura de alelos sdo de regifes de sintopias e
simpatrias de clados ja detectadas em Sabbag et al. (2018). E possivel hipotetizar que as
sintopias e simpatrias de linhagens sejam resultado de contatos secundarios posteriores a
eventos de diversificacdo por vicariancia (Sabbag et al. 2018). Se isso for verdadeiro, as
barreiras neotecténicas listadas por Saadi et al. (2003) e apontadas por Thomé et al. (2014)
poderiam ter sido transpostas apés a diversificacdo. Outra hipdtese (ndo excludente) é que a
alta diversidade genética nessas areas reduzidas indique a existéncia de reflgios florestais do
passado (Carnaval et al. 2009).

Independentemente do processo de especiacdo sofrido por Thoropa do grupo miliaris,
esse cenario de alta diversidade genética em espécies com aspectos ecoldgicos tdo similares
merece atencdo para conservacdo. Embora exista uma tendéncia para a inclusao da diversidade
genética em programas de conservacdo (Owen et al. 2019; Mazel et al. 2019; Rapacciuolo et

al. 2019), em casos como esses no Brasil a conservacgéo das linhagens muitas vezes so é possivel
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caso nomes formais sejam atribuidos a elas. Conforme mencionado acima, anélises de outros
sistemas de informacao poderdo resultar em novas espécies formais que poderao ter seus status
de conservacao apreciados individualmente. Isso é de extrema importancia, uma vez que ja
existem duas espécies do género que se encontram desaparecidas e possivelmente extintas, o

que torna essa tarefa ainda mais urgente.

CONCLUSOES

Com relag&o as nossas perguntas iniciais, podemos afirmar que Thoropa miliaris ndo é
parafilética em relacdo a T. taophora como encontrado previamente (Sabbag et al. 2018) e que
ambas foram recuperadas como monofiléticas com alto suporte. Thoropa saxatilis é irma de
todas as outras, T. megatympanum € irma de T. taophora + T. miliaris e T. taophora é irma de
T. miliaris. Também encontramos que existem de cinco a sete linhagens evoluindo de maneira
independente no que hoje consideramos ser Thoropa miliaris, de forma parcialmente
coincidente com os clados obtidos por Sabbag et al. (2018). Nao encontramos evidéncia de
linhagens evoluindo independentemente dentro de T. taophora. Todas essas divergéncias do
complexo de T. taophora + T. miliaris parecem ter ocorrido durante o Pleistoceno, muito mais
tarde do que havia sido inferido previamente (Sabbag et al. 2018).

Considerando nossos resultados obtidos, € possivel que Thoropa taophora seja uma
espécie Unica e que estejamos lidando com populacBes que sejam entidades Unicas
(“linhagens”) dentro de T. miliaris. Todas elas podem apresentar algum fluxo génico atual ou
no passado. Essas linhagens que encontramos como entidades independentes podem ser
consideradas como espécies candidatas (sensu Padial et al. 2010) ou, no minimo, como
unidades evolutivamente significativas (Evolutionary Significant Units, Ryder 1986).
Precisamos de estudos com caracteristicas de outras naturezas para delimitar melhor as espécies
e comecar a entender os processos de especiacdo que levaram esse grupo a essa atual
diversidade genética.
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CAPITULO 2

Variacdo morfoldgica das espécies de Thoropa Cope, 1865

(Anura: Cycloramphidae)

ABSTRACT

The genus Thoropa has six species distributed in the Atlantic Forest and campo rupestre.
Although small, this genus is marked by taxonomic confusions and identification problems. In
this study, we compared Thoropa species to verify if the original species diagnoses can still
help to describe their species diversity after many years of new specimens collected. To do that,
we used discrete and continuous characters from the external morphology of tadpoles, males,
and females, also questioning the validity of the current criteria used to define an adult male,
which is used for the identification of some species in the genus. Additionally, we associate
individuals to recently delimited lineages in the Thoropa miliaris species group to verify if
morphological variation follows genetic diversity. There are few morphological and
morphometric differences among valid species of Thoropa, most of which are related to the
separation of the petropolitana and miliaris groups. We found no morphological differences
among the known molecular lineages in the T. miliaris species group. We suggest that the genus
Thoropa must have its diagnosis and species limits revisited so that the taxonomy reflects

evolutionary history.
Keywords: adults, Amphibia, diagnostic characters, tadpoles, Atlantic Forest, morphology.
RESUMO

O género Thoropa contém seis espécies na Mata Atlantica e campo rupestre. Embora seja um
género pequeno, € marcado por grandes confusdes taxonémicas e problemas de identificacéo.
Nesse estudo, comparamos as espéecies de Thoropa para verificar se as diagnoses das espécies
ainda ajudam a descrever a atual diversidade, ap6s varios anos de novas coletas. Para isso,
utilizamos caracteres de morfologia externa e caracteristicas meristicas de machos e fémeas,

questionando também os atuais critérios de definicdo de machos adultos para algumas espécies
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do género usados na diagnose de algumas espécies. Adicionalmente, tentamos associar 0s
individuos a linhagens ja publicadas de Thoropa do grupo miliaris recentemente delimitadas
para verificar se existem diferencas morfoldgicas que acompanham a diversidade genética
conhecida. Existem poucas diferencas morfoldgicas e morfométricas entre as espécies do
género. A maioria das diferencas coicide com a separagdo do grupo petropolitana e do grupo
miliaris. Entre as linhagens moleculares conhecidas praticamente nédo existe diferenca
morfologica. Entretanto, sugerimos que o género precisa ter as diagnoses especificas revisadas

e os limites entre espécies ainda necessitam ser melhor investigados.

Palavras-chave: adultos, anfibios, caracteres diagnosticos, girinos, Mata Atlantica, morfologia.

INTRODUCAO

Thoropa Cope, 1865 é um género de rds que ocorre na Mata Atlantica e no campo
rupestre, atualmente com seis espécies validas: T. miliaris (Spix, 1824), T. petropolitana
(Wandolleck, 1907), T. taophora (Miranda-Ribeiro, 1923), T. lutzi Cochran, 1938, T.
megatympanum Caramaschi e Sazima, 1984 e T. saxatilis Cocroft e Heyer, 1988. As espécies
sdo morfologicamente separadas em dois grupos: grupo miliaris (T. miliaris, T. taophora, T.
megatympanum e T. saxatilis) e grupo petropolitana (T. petropolitana e T. lutzi) (Sabbag et al.
2018). Essas espécies de anuros sdo conhecidas por habitarem rochas imidas com um filme de
agua onde vivem os adultos, subadultos, jovens recém-metamorfoseados, girinos e desovas
(Feio 2002; Sabbag et al. 2018).

Caracteres sexuais secundarios

As espécies de Thoropa apresentam caracteres sexualmente dimorficos, ou seja,
caracteres sexuais secundarios que representam quaisquer diferencas entre 0s sexos que nao
estejam diretamente associadas as gonadas e dutos gonadais (Norris e Lopez 2011). Esses
caracteres sexualmente dimdérficos em Thoropa dizem respeito ao tamanho do corpo, tamanho
do brago e almofadas nupciais nas maos.

No grupo miliaris alguns autores alegam que as fémeas adultas sdo pelo menos um
pouco maiores que 0s machos adultos (Thoropa miliaris: Bokermann 1965; Cocroft e Heyer
1988). Outros afirmam que as fémeas adultas séo um pouco menores que 0s machos adultos (T.
megatympanum: Caramaschi e Sazima 1984). Neste grupo os machos adultos também possuem

bracos e antebragos mais robustos (ou seja, com a musculatura hipertrofiada) do que as fémeas
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adultas (Bokermann 1965; Heyer et al. 1990; Feio 2002). No grupo petropolitana os registros
de dimorfismo sexual relacionam-se apenas ao tamanho do corpo, sendo as fémeas adultas um
pouco maiores que 0os machos adultos (Bokermann 1965).

Além disso, os machos adultos de todas as espécies do género possuem almofadas
nupciais com projecdes epidérmicas papilares (PEPs, Luna et al. 2018). Na literatura de
Thoropa essas estruturas sdo chamadas “espinhos” ou “espiculos” (Cochran 1954; Lutz 1954;
Bokermann 1965; Caramaschi e Sazima 1984; Cocroft e Heyer 1988; Heyer et al. 1990;
Giaretta e Facure 2004; Feio et al. 2006; Reboucas et al. 2017), mas aqui usaremos a
terminologia padronizada por Luna et al. (2018) e chamaremos essas estruturas de PEP. Elas
sdo formadas por evaginacOes da epiderme e da derme, que em Thoropa podem ser de dois
tipos morfoldgicos diferentes: “PEPs em formato de espinho” (spine-shaped papillae) no grupo
miliaris e em T. petropolitana; e “PEPs em formato de cone” (cone-shaped papillae) em T. lutzi
(Luna et al. 2018; C. Luna, comunicagéo pessoal).

As PEPs no grupo miliaris séo encontradas no dorso do dedo Il (numeragédo dos dedos
das méos segundo Fabrezi e Alberch 1996), nas margens mediais dos dedos Il e IV e na face
distal do tubérculo metacarpal interno (chamado de “tenar” por alguns autores). No dorso do
dedo Il as PEPs aparecem na articulagdo entre o metacarpo e a falange proximal (ou "articulagéo
metacarpal-falangeal”, Reboucas et al. 2017) e em outras partes do dedo. Ainda no grupo
miliaris, individuos com PEPs no dedo IV sempre tém PEPs no dedo Ill, no dedo Il e no
tubérculo metacarpal interno; individuos com PEPs no dedo 111 sempre tém PEPs no dedo Il e
no tubérculo metacarpal interno; e individuos com PEPs no dedo Il ndo necessariamente
possuem PEPs no tubérculo metacarpal interno ou nos dedos Il e 1V (Reboucas et al. 2017).
Isso leva a hipdtese de que existe uma sequéncia ontogenética no surgimento dessas PEPS,
sendo gue o primeiro local a surgirem é no dorso da articulacdo metacarpal-falangeal do dedo
I1, sequido de outras partes do dedo I, seguido do dedo Il e IV (Rebougas et al. 2017). As
populacbes de Thoropa miliaris do Rio de Janeiro (RJ) apresentam individuos de um ano com
alguma PEP e individuos de um ano ja podem ter PEPs no dedo 1V (Rebougas et al. 2017).

Para Rebougas et al. (2017), o aparecimento das PEPs nos dedos Il e IV parece ser
simultaneo, ja que nenhum individuo foi encontrado com PEPs em um desses dedos e sem PEPs
no outro. As PEPs parecem também néo se renovarem a cada ano ou esta¢do chuvosa, de forma
que nascem PEPs novas, mas as antigas nao desaparecem (Cochran 1955 "1954"; Bokermann
1965). Na literatura existe registro de que alguns exemplares apresentam algo que se assemelha
a uma troca de pele, em que a pele dos dedos parece estar se desprendendo juntamente com a

“capa” das PEPs e por baixo dessa capa a PEP se mantém com o0 mesmo formato, porém com
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uma superficie sem queratina (Bokermann 1965, que usa o termo "quitina"). Acreditamos que
essa “capa” descrita seja 0 que se conhece como “estrato corneo” da epiderme (também presente
em toda a pele das maos), estrutura que nas PEPS € queratinizada e com uma cor escura ou preta
(Luna et al. 2018). Outros exemplares de Thoropa apresentam a cor da PEP mais péalida do que
a PEP escura (Cochran 1955 "1954™). Cochran (1955 "1954") acredita que essa cor mais pélida
ndo esteja relacionada a estagdo reprodutiva, pois exemplares coletados em maio e em fevereiro
do mesmo ano, em locais diferentes, apresentavam essa caracteristica.

As PEPs em Thoropa petropolitana aparecem apenas na articulagdo metacarpal-
falangeal (Bokermann 1965; Feio 2002). E as PEPs em T. lutzi localizam-se também na
articulacdo metacarpal-falangeal (porém estendendo-se pela face dorsal do metacarpo) e na

regido medial do tubérculo metacarpal interno (Bokermann 1965).

Diagnoses especificas e hipotese filogenética

O grupo petropolitana possui as duas menores espécies do género, e que além do menor
tamanho, compartilham também desenhos dorsais semelhantes e girinos com caracteristicas
diferenciadas, os quais as separam das espécies do grupo miliaris (Wandolleck 1907; Cochran
1938; Sabbag et al. 2018). Thoropa petropolitana é diferenciada de T. lutzi pelo tamanho ainda
menor, pelo tipo e distribuicdo das PEPs das almofadas nupciais e pelo canto (Bokermann 1965;
Nunes-de-Almeida et al. 2016a).

Na revalidacdo de Thoropa taophora, Feio et al. (2006) consideram duas caracteristicas
diagnosticas principais para a espécie em relacdo a T. miliaris: tamanho do corpo maior e maior
quantidade de PEPs no dedo IV. Ambas as caracteristicas sao utilizadas para machos adultos,
sendo esses machos adultos definidos como machos que possuem PEPs no terceiro dedo (aqui
chamado de dedo 1V). Outra caracteristica usada para separar T. miliaris de T. taophora é a
variacdo do desenho dorsal, ja que T. taophora possui desenhos mais marcados e menos
variaveis do que T. miliaris, embora com alguma sobreposicéo (Feio et al. 2006).

Thoropa megatympanum foi separada das demais (T. miliaris, T. petropolitana e T. lutzi,
as espécies validas até a descri¢do de T. megatympanum) pelo maior didmetro do timpano, pelo
menor tamanho das pernas e pelo padréo de desenho dorsal (Caramaschi e Sazima 1984).
Thoropa miliaris também possui mais PEPs no dedo IV do que T. megatympanum (Feio 2002).
Quatro anos depois da descricdo de T. megatympanum, T. saxatilis foi descrita e uma das
caracteristicas diagnosticas da espécie é também o timpano maior do que o timpano das demais
espécies, mas especificamente em relacdo ao didmetro do olho (Cocroft e Heyer 1988).

Adicionalmente, algumas descri¢des afirmam que a diferenga entre as especies é “cabeca mais
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larga do que longa” ou “cabeca mais longa do que larga” (Caramaschi e Sazima 1984; Feio e
Caramaschi 2002).

Uma hipotese filogenética molecular recentemente publicada com as espécies do grupo
miliaris mostrou uma quantidade maior de linhagens putativas do que a quantidade de espécies
reconhecidas para o grupo, especialmente dentro de Thoropa miliaris (Sabbag et al. 2018). Essa
hip6tese mostrou também a parafilia de T. miliaris em relacdo a T. taophora, baixas resolu¢oes
nas relacdes entre as linhagens internas de T. miliaris e 0 posicionamento de um individuo de
T. lutzi fora do que seria 0 género Thoropa (Sabbag et al. 2018). Subsequentemente (capitulo
1), a adi¢do de numerosos loci resolveu a parafilia de T. miliaris e estabeleceu relagdes mais
precisas, revelando ainda que muitas das linhagens de T. miliaris levantadas por Sabbag et al.
(2018) parecem evoluir de forma independente e poderdo ser reconhecidas como espécies
validas no futuro (capitulo 1).

Sendo assim, no presente estudo nosso objetivo geral € avaliar a validade das diagnoses
e caracteriza¢fes morfoldgicas de Thoropa. Especificamente, investigamos: (i) se as diagnoses
das espécies ainda séo validas, considerando o aumento das amostragens nos ultimos 20 anos e
quais sdo as sinapomorfias putativas de cada espécie; (ii) se a morfologia externa de adultos e
larvas reflete 0 mesmo padréo encontrado para marcadores moleculares em (Sabbag et al. 2018)
e no capitulo 1 desta tese, e se existem sinapomorfias putativas ou caracteristicas diagnésticas
para as linhagens levantadas até entdo.

MATERIAL E METODOS

Espécimes

Examinamos material das seguintes colecGes zooldgicas: Colecdo de Anfibios Célio F.
B. Haddad, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil; Colecdo Herpetoldgica do Museu de Zoologia da
USP, Séo Paulo, SP, Brasil; Colecéo do Prof. Dr. Miguel Trefault Rodrigues, USP, S&o Paulo,
SP, Brasil; Colecdo Herpetologica do Museu Nacional (incluindo a cole¢do Adolfo Lutz), Rio
de Janeiro, RJ, Brasil; Cole¢do de Anfibios do Laboratério de Herpetologia da UFMG, Belo
Horizonte, MG, Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu de Ciéncias Naturais da PUC-MG, Belo
Horizonte, MG, Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu de Zoologia da UESC, Ilhéus, BA,
Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu de Zoologia “Adido José Cardoso” da UNICAMP,
Campinas, SP, Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu de Zoologia Jodo Moojen da UFV,
Vicosa, MG, Brasil; Colecdo de Anfibios da UFRRJ, Seropédica, RJ, Brasil; Colegdo de
Anfibios Eugenio lzecksohn da UFRRJ, Seropédica, RJ, Brasil; Colecdo Herpetoldgica do
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Departamento de Zoologia da UFRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil; Cole¢do de Herpetologia do
Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUC-RS, Porto Alegre, RS, Brasil; Cole¢do Zooldgica do
Museu de Biologia Professor Mello Leitdo, Santa Teresa, ES, Brasil; Colecdo Cientifica de
Anfibios do Departamento de Zoologia e Botanica, UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil;
Division of Amphibians and Reptiles, National Museum of Natural History, Washington, DC,
USA; Herpetology Collection, Museum of Zoology, University of Michigan, Ann Arbor, Ml,
USA; Texas Natural History Collections, University of Texas, Austin, TX, USA; Museum of
Vertebrate Zoology, University of California, Berkeley, CA, USA; Herpetology Collection,
Museum of Comparative Zoology, Harvard University, Cambridge, MA, USA; Amphibian and
Reptile Collection, Field Museum of Natural History, Chicago, IL, USA; Section of
Herpetology, Carnegie Museum of Natural History, Pittsburgh, PA, USA; Herpetology
Collection, California Academy of Sciences, San Francisco, CA, USA; Department of
Herpetology, American Museum of Natural History, New York, NY, USA; Cole¢édo do Prof.
Dr. Ariovaldo A. Giaretta, UFU, Uberlandia, MG, Brasil. Como ndo pudemos visitar ou
emprestar exemplares de colecGes europeias, obtivemos dos curadores e gerentes dessas
colecdes fotos de Thoropa e seus sinénimos, incluindo as cole¢bes: Collection de Vertébres,
Institut Royal des Sciences Naturelles de Belgique, Bruxelles, Belgique; Muséum National
d’Histoire Naturelle, Sorbonne Universités, Paris, France; Herpetologische Sammlung,
Naturhistorisches Museum Wien, Wien, Osterreich; Zoologisk Museum, Kgbenhavns
Universitet, Kabenhavns, Danmark. Todas as abreviagdes institucionais seguem Sabaj (2016).
Analisamos 0s espécimes através de visitas ou empréstimos e, quando necessario, através de
fotografias e informagdes cedidas por algumas cole¢des, estando listados no Apéndice 6.

Adicionalmente, fizemos duas tentativas de encontrar T. petropolitana na regido da
Serra dos Orgéos (RJ) e uma tentativa de encontrar T. lutzi no municipio do Rio de Janeiro.
Fizemos também algumas coletas para obter larvas e tecidos das regifes de sintopia e
simpatrias, bem como de regides de falhas amostrais, sendo elas: Estacdo Ecoldgica Juréia-
Itatins, Iguape, SP; Santa Teresa, ES; Parque Nacional da Serra da Bocaina; Santo Antonio do
Pinhal, SP; Parque Nacional da Serra dos Orgéos, Petropolis e Teresopolis, RJ; litoral norte do
estado de SP; Paraty, RJ; regido sul do estado da BA. Também obtivemos doacdes de tecido de
algumas colecdes, a partir de exemplares que foram analisados morfologicamente, de
exemplares de regides de sintopias e simpatrias de linhagens ou de exemplares de locais ainda
ndo amostrados (Apéndice 6), com o intuito de alocar os individuos nas linhagens obtidas por
Sabbag et al. (2018).
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Para escolher os individuos a serem analisados morfologicamente, priorizamos
individuos que possuissem DNA sequenciado por Sabbag (2013), ou que pelo menos
possuissem tecido disponivel em colecdes zooldgicas. Populagbes do grupo miliaris sem
nenhuma amostra de tecido coletada e as espéecies sem sequéncias ou tecidos disponiveis
(Thoropa petropolitana e T. lutzi), foram analisadas morfologicamente mesmo que nao
pudessem ser atribuidas a nenhuma linhagem. Analisamos um total de 2406 exemplares, sendo
1209 de Thoropa miliaris, 328 de T. petropolitana, 251 de T. taophora, 68 de T. lutzi, 476 de
T. megatympanum e 74 de T. saxatilis, todos espalhados pelas distribuicGes geogréaficas totais
das espécies (Figura 1). Todos os exemplares foram analisados quanto a identificacdo das
espécies, sexo (fémeas ou machos adultos, ou fémeas ou machos jovens) e estagio de
desenvolvimento (larvas, metamorfos ou juvenis). Consideramos como fémeas adultas apenas
os individuos que apresentassem ovdcitos na cavidade abdominal, visto por transparéncia da
pele ou vistos diretamente se 0o abdémen estivesse aberto. Utilizamos esse critério porque
desconfidvamos de uma variacdo de tamanho suficiente para existirem machos sem PEPs que
tivessem tamanho de fémeas e aparentassem ser fémeas. Consideramos como machos 0s
individuos que possuissem PEPs na mao ou que possuissem testiculos vistos em abdémen ja
aberto, mas para definir se esses machos seriam considerados como jovens ou adultos, seguimos
um caminho metodolégico especifico (explicado abaixo).

Medimos o comprimento rostro-cloacal (CRC, explicado na secdo “Morfologia externa
de adultos e larvas™) de todo os individuos, com exce¢do das larvas e dos exemplares das
colecBes gue ndo visitamos e que foram analisados por fotografias. Porém, como eram muitos
individuos, selecionamos subconjuntos de individuos para analises especificas de
caracteristicas diagndsticas, priorizando abranger todas as popula¢des possiveis, bem como
individuos em bom estado de conservacédo e individuos passiveis de ter o fragmento de 16S-
ARBR sequenciado. Entdo, para um subconjunto do total de individuos, medimos a largura e
comprimento da cabeca, didmetro do timpano, didmetro do olho, didmetro do antebraco e
diametro do braco (explicado na secéo “Morfologia externa de adultos e larvas™). E para um
subconjunto ainda menor de individuos obtivemos 15 medidas (explicado na se¢éo “Morfologia

externa de adultos e larvas”).
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Figura 1: Distribui¢do dos exemplares selecionados para anélise de caracteristicas morfoldgicas e morfométricas
das espécies de Thoropa. “RS”, “SC”, “PR”, “SP”, “MG”, “RJ”, “ES”, “BA” sdo as siglas das unidades
federativas, respectivamente: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Bahia. Altitudes estdo representadas em escala de cinza, a cada 50 km, a partir do nivel do mar

(cinza mais claro).



69

Associacdo as linhagens

Para individuos que possuissem tecido (figado, masculo, dedos ou cauda de girinos)
coletado e conservado em etanol P.A. (95 %), fizemos a extracdo do DNA total com um
protocolo de extracdo por acetato de amonio adaptado (Lyra et al. 2017) ou com o kit de
extracdo de DNA gendmico DNeasy® (Qiagen Inc.), seguindo o protocolo do fabricante.
Utilizamos o DNA total diretamente para amplificar principalmente a parte 3° do gene
ribossomal 16S rRNA (aqui chamado de 16S-ARBR), com os primers 16Sar-L e 16Sbr-H
(Palumbi et al. 2002), a fim de alocar os individuos em alguma das linhagens de Sabbag et al.
(2018). Para individuos dificeis de atribuir a alguma linhagem com o 16S-ARBR, fizemos
também parte do gene de NADH desidrogenase subunidade 2 (ND2) e a regido 5° do gene da
Citocromo C oxidase subunidade 1 (COIl), que sdo fragmentos para 0s quais ja possuiamos
sequéncias feitas de (Sabbag 2013).

Conferimos e limpamos os eletroferogramas no programa Geneious R7
(https://www.geneious.com). Alinhamos as sequéncias obtidas com as sequéncias obtidas em
estudos prévios (Fitzpatrick et al. 2009; Sabbag 2013; Sabbag et al. 2018) com o programa
MAFFT v.7.407 (Katoh e Standley 2013), com o método iterativo E-INS-i.

Para associar cada individuo a uma linhagem, selecionamos do fragmento 16S-ARBR
apenas os sitios que tinhamos confiangca na homologia obtida pelo alinhamento. Dessa forma,
retiramos sitios com dados faltantes ou sitios com gaps de alinhamentos, e usamos o0 programa
DnaSP 6 (Rozas et al. 2017) para determinar os “haplotipos” das sequéncias e relacionar as
amostras novas as amostras das linhagens genéticas de Sabbag et al. (2018). Para os individuos
que ndo conseguimos associar a linhagens com essa abordagem, fizemos uma arvore
filogenética com o fragmento de 16S-ARBR utilizando méaxima verossimilhanca na plataforma
online do programa IQ-TREE (https://igtree.org).

Presenca de espermatozoides e caracteres sexuais secundarios

O conceito de macho adulto de Thoropa do grupo miliaris (sensu Bokermann 1965;
Feio et al. 2006) vem sendo usado como um macho que possua PEPs no dedo IV, que € o ultimo
dedo no qual surgem PEPs em uma sequéncia ontogenética. Até 2017, ndo existiam trabalhos
relacionando atividade reprodutiva com a quantidade, distribuicdo de PEPs, tamanho do corpo
e idade de individuos de Thoropa. Bokermann (1965) acreditava que o desenvolvimento dos
individuos seria rapido o suficiente para que na estacdo seguinte ao nascimento eles ja
estivessem aptos para a reproducgdo. Segundo o que se conhece, os individuos eclodem dos ovos

entre quatro e sete dias depois da desova e a duracdo da fase larval € entre 20 e 40 dias
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(Bokermann 1965; Heyer e Crombie 1979; Consolmagno et al. 2016), o que € um tempo de
desenvolvimento relativamente rapido para anuros. Reboucas et al. (2017) fizeram o primeiro
estudo que relacionou a idade de individuos com a distribuicdo de PEPs e o tamanho de corpo
em T. miliaris. Segundo os autores, individuos com aproximadamente um ano de idade e uma
média de 43,7 mm de comprimento ja possuiam alguma PEP nas maos e alguns individuos de
um ou dois anos de idade ainda estavam sem PEPs.

De qualquer forma, definir um macho adulto em Thoropa como sendo um macho com
PEPs no dedo 1V é uma decisao arbitraria e operacional com fins diagndsticos e ndo envolve
uma discussao sobre o amadurecimento sexual dos animais. As PEPs, como uma caracteristica
secundéria e hormonio-dependente, podem estar mais relacionadas a fatores externos (e.g.,
disponibilidade de territorio, disputas territoriais, disponibilidade de fémeas) do que a aspectos
taxonémicos. Como demonstrado por Rebougas et al. (2017), individuos maiores e mais velhos
possuem maior quantidade de PEPs. Avaliamos se um macho com PEP no dedo IV
(operacionalmente definido como macho adulto) € o Unico tipo de macho que detém capacidade
reprodutiva. E, caso seja, se 0s critérios para separar as espécies de Thoropa baseados em
machos adultos tém sentido diagnostico.

Em anfibios anuros, os testiculos sdo em geral pareados, ovulares, compactos, bilaterais
e cercados por uma pelicula fibrosa e elastica (Lofts 1974; Norris e Lopez 2011). Internamente,
sdo formados por cavidades, que sdo elementos ou unidades seminiferas (unidades de um
testiculo responsaveis pela producdo de gametas masculinos). Essas unidades seminiferas séo
na literatura ora chamadas de “l6bulos seminiferos” (Norris e Lopez 2011), ora chamadas de
“tibulos seminiferos” (Lofts 1974; Burgos e Fawcett 1956; Villagra et al. 2012), ora chamadas
de “loculos seminiferos” (Duellman e Trueb 1994). Embora ndo exista um consenso, vamos
utilizar o termo “loculo seminifero”, porque a estrutura do parénquima ndo possui uma forma
“cilindrica” de um tubulo tipico como em outros vertebrados, mas formas globulares ou ovais
(Oliveira e Vicentini 1998; C. Oliveira, comunicagéo pessoal).

Dentro dos loculos seminiferos dos anfibios anuros adultos e sexualmente ativos, séo
encontrados usualmente cistos com células germinativas em diversos estagios de
desenvolvimento, como espermatogbnias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides
(Norris e Lopez 2011), caracterizando uma maturacdo ndo regionalizada e heterogénea (Lofts
1974). Quando j& estdo quase maduros e alongados, os gametas ja sdo chamados de
espermatozoides e ficam presos nas células de Sertoli pelo acrossoma (Lofts 1974; Norris e
Lopez 2011). Quando estdo prontos para serem liberados, eles se soltam das células de Sertoli

e ficam soltos nos lumens dos loculos seminiferos (Norris e Lopez 2011) até o proximo
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amplexo. Nossa hipdtese é de que um individuo sexualmente maduro de Thoropa possua
I6culos seminiferos com espermatozoides maduros, presos ou ndo nas células de Sertoli. Entéo,
nosso objetivo foi verificar quais distribuicbes de PEPs das méos do grupo miliaris estdo
associadas a existéncia de espermatozoides maduros.

Selecionamos individuos da colecdo CFBH de localidades cujas séries de coleta fossem
amplas e procuramos individuos com distribuicdes de PEPs diferentes. De cada individuo
extraimos um testiculo. Para encontrar individuos machos sem PEPs, fizemos uma seccdo na
lateral direita dos individuos sem PEPs (que podiam ser fémeas de qualquer idade ou machos
jovens), para procurar pelos testiculos. Quando encontravamos os testiculos, faziamos a
extracdo de um deles. No total, extraimos testiculo de 61 individuos. Categorizamos a
distribuicdo de PEPs da seguinte maneira: (a) individuos machos sem PEPs; (b) PEPs apenas
na articulacdo metacarpal-falangeal; (c) PEPs na articulacdo metacarpal-falangeal e no
tubérculo metacarpal interno; (d) PEPs na articulacdo metacarpal-falangeal, no tubérculo
metacarpal interno e no dedo Ill; (¢) PEPs na articulagdo metacarpal-falangeal, no tubérculo
metacarpal interno e nos dedos Il e II; (f) PEPs na articulacdo metacarpal-falangeal, no
tubérculo metacarpal interno e nos dedos Il1, Il e IV, necessariamente todas pretas; (g) PEPs
completamente brancas ou marrons. Criamos essa Ultima categoria (“g”) porque alguns
individuos possuem PEPs completamente sem o extrato corneo queratinizado supracitado
(apresentando uma cor branca) ou algum tipo de processo de perda ou ganho desse extrato
cérneo queratinizado (apresentando uma cor marrom).

Os individuos escolhidos pertencem, na sua maioria, a Thoropa taophora, por ser a
espécie mais abundante da colecdo CFBH. Porém, também selecionamos alguns individuos de
T. miliaris (com varios padrdes de distribuicdo de PEPs e o mais espalhado possivel pela
distribuicdo da espécie) e dois individuos de T. saxatilis (um sem nenhuma PEP e um com PEPs
em todos os dedos nos quais elas ocorrem no grupo miliaris — dedo Il, dedo Ill, dedo IV e
tubérculo metacarpal interno).

Colocamos as génadas em um tubo com etanol 70 % para conservacdo. Em seguida,
medimos o comprimento e a largura das gonadas (considerando um elipsoide aproximado) com
paquimetro digital Mitutoyo (precisdo de 0,01 mm). Também pesamos as gbnadas em uma
balanga analitica AG200 Gehaka®.

Apds a medicdo e pesagem das gbnadas, iniciamos o processo de desidratacdo para
preparacdo histologica. Como as gbnadas ja se encontravam em alcool 70 %, a primeira etapa
de desidratacdo foi em uma parte de etanol 70 % e uma parte de etanol 95 % por 45 minutos.

Em seguida, transferimos cada génada para uma parte de etanol 70 % e duas partes de etanol
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95 % por 45 minutos. A terceira etapa consistia em uma parte de etanol 95 % apenas, também
por 45 minutos. Em seguida descartamos esse etanol mantivemos as gonadas em 95 % por mais
45 minutos. Por fim, colocamos as gbnadas em uma parte de etanol 95 % e uma parte de
historresina da Leica Biosystems®© para a primeira etapa da infiltracao, que durou quatro horas.
Apo0s essas quatro horas, colocamos as gbnadas em historresina pura e as deixamos durante
uma noite, com as tampas dos frascos abertas, em uma camara a vacuo para secar
completamente o etanol das amostras. Apos retirarmos as génadas do vacuo, fizemos a inclusédo
delas em uma solucdo de 500 pL de historresina e 33,4 UL de endurecedor fornecido pelo
fabricante. Fizemos a inclusdo em placas com poc¢os numerados e posicionamos o0 material na
orientacdo desejada de corte (cortes transversais, sequindo Trauth et al. 2015). Apos dois dias,
colamos o bloco de resina com colas do tipo epoxi em blocos de madeira de 2 cm de largura
por 2 cm de profundidade e 3 cm de comprimento. Identificamos os blocos de madeira com 0s
nameros dos exemplares e posicionamos 0s blocos no micrétomo Leica RM2255 (Leica
Biosystems®©). Para alinhar a [dmina do micr6tomo ao material incluido na historresina foi
necessario aparar um pouco cada bloco com cortes de 10 um. Ao chegar a gonada, faziamos 0s
cortes de 5,0 um de espessura cada e montavamos preferencialmente trés ldaminas com oito
cortes em cada lamina, sobre gotas de &dgua colocadas na ldmina. O uso da historresina nao
favorece cortes seriados, especialmente pela sensibilidade que a resina tem a umidade e pela
descontinuidade dos cortes. Dessa forma, alguns cortes eram perdidos, 0 que ndo nos
prejudicaria ja que nosso interesse era apenas verificar a presenca de espermatozoides.
Deixamos as laminas secando por algumas horas em uma chapa aquecida a 37 °C e entdo as
submetemos ao processo de coloracdo. Fizemos a coloracdo em azul de toluidina por 40
segundos, seguida de uma lavagem rapida em agua destilada e, em seguida, uma lavagem rapida
em fucsina béasica e uma lavagem final rapida em agua destilada. Deixamos as laminas
novamente em uma chapa aquecida a 37 °C e em seguida montamos as laminas colando as
laminulas com Entellan® (SigmaAldrich). Analisamos as laminas de cada individuo com
microscopio fotografico Olympus BX51 (Olympus Corporation©) de aumento padréo de 10
vezes na lente ocular, utilizando aumentos e focos diferentes dependendo do estado do corte.
Caracterizamos 0s cortes através dos seguintes critérios: corte com pelo menos um léculo
seminifero com espermatozoides presos a celula de Sertoli; corte com pelo menos um loculo
seminifero com espermatozoides livres no limen; e cortes com pelo menos um limen de I6culo
que pareca ter sido recém-esvaziado. Consideramos que essas trés opgdes sao sinais de que o

individuo é maduro sexualmente.
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Morfologia externa de adultos e larvas

Primeiramente avaliamos as caracteristicas diagndsticas das espécies contidas nas
descricdes para definir quais caracteres de morfologia externa eram passiveis de serem
categorizados e analisados em uma coleta de dados objetiva. Seguimos a nomenclatura
morfolégica de Cei (1980) e Duellman (2001) e caracteres definidos e/ou utilizados por
Duellman (1970), McDiarmid e Altig (1999), Grant et al. (2006), Taboada et al. (2013), Grant
et al. (2017), Rebougas et al. (2017), Luna et al. (2018), Dias (2018), Colaco (2018) para a
morfologia externa de adultos. Verificamos a variacdo de desenho dorsal entre as espécies,
principalmente no grupo miliaris. Como desenhos e cores sdo caracteristicas subjetivas e
dificeis de definir, mantivemos a analise em caréater preliminar.

Para a morfologia externa de girinos, utilizamos a terminologia de McDiarmid e Altig
(1999) e nos baseamos em girinos entre os estagios 37 e 40 (sensu Gosner 1960). Utilizamos
essa amplitude de estagios pela dificuldade de obtermos amostras de um Unico semaforonte
para todas as espécies e linhagens. Também seguimos algumas das caracteristicas morfoldgicas

definidas para larvas de Thoropa por Dias (2018).

Coloracéo e desenho

Fizemos observacdes de padrdes de cor e desenho em exemplares vivos e fixados, com
o intuito de avaliar algumas diferencas diagnosticas das espécies. Como padrdes de desenho e
cor em taxonomia de anfibios sdo critérios extremamente subjetivos, fizemos apenas analises
superficiais e preliminares, a fim de buscar por padrfes 6bvios, sem nos atentar a terminologias

especificas desse sistema.

Morfometria de adultos e contagens de PEPs

Como na literatura algumas diferencas entre as espécies sdo baseadas em caracteristicas
morfométricas, analisamos 15 caracteres meristicos com métodos previamente descritos
(Duellman 2001) e redefinidos (Watters et al. 2016), com acréscimos de outras duas medidas
(didmetro do antebraco e didmetro do braco). Obtivemos todas as medidas (em mm) com um
paquimetro digital Mitutoyo (precisdo de 0,01 mm). As medidas que utilizamos incluem:
comprimento rostro-cloacal (CRC, distancia em linha reta do focinho a cloaca, com o exemplar
0 mais reto possivel); largura da cabeca (LC, linha reta no ponto mais largo da cabeca, em geral
na altura do angulo das mandibulas); comprimento da cabeca (CC, linha reta do focinho até a
articulacdo do quadrado-jugal com o pterigéide, na extremidade posterior da mandibula);

didmetro do timpano (DT, maior didmetro do timpano, incluindo o anel timpéanico, medido
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preferencialmente do lado esquerdo); diametro do olho (DO, maior diametro do olho, medido
preferencialmente do lado esquerdo); distancia interorbital (DIO, menor distancia entre 0s
olhos); distancia internasal (DIN, a menor distancia entre as narinas, inserindo o paquimetro na
borda interna delas); distancia entre o olho e a narina (DON, da margem anterior do olho a
margem posterior da narina, medido preferencialmente do lado esquerdo); distancia do olho ao
focinho (DOF, da margem anterior do olho ao focinho, medido preferencialmente do lado
esquerdo); comprimento do pé (CP, da base proximal do tubérculo metatarsal interno até a
ponta do maior artelho, medido preferencialmente do lado esquerdo, o mais reto possivel);
comprimento da mdo (CM, da base proximal do tubérculo metacarpal interno até a ponta do
maior dedo, medido preferencialmente do lado esquerdo, o mais reto possivel); comprimento
da tibia (CT, do joelho até o calcanhar, medido prefencialmente do lado esquerdo);
comprimento do fémur (CF, da cloaca até o joelho, medido prefencialmente do lado esquerdo
e ventralmente); didmetro do antebraco (DA, com o paquimetro rente a articulacdo do
cotovelo); didametro do braco (DB, com o paquimetro rente a inser¢do do brago no corpo).
Para o grupo miliaris e para Thoropa petropolitana também analisamos algumas
caracteristicas das PEPs utilizando estereomicroscopios, como distribuicdo (apenas para o

grupo miliaris), quantidade e cor das PEPs.

Anélises estatisticas

Como nao ha tecido disponivel para Thoropa petropolitana e T. lutzi (da localidade-
tipo) e ndo se sabe o relacionamento filogenético entre elas e as outras espécies, com exce¢ao
de uma amostra de T. lutzi de Alegre, ES (Sabbag et al. 2018), elas ndo puderam ser analisadas
em um cenario de linhagens moleculares de Thoropa. Da mesma forma, ndo ha tecido para
algumas populacBes das outras quatro espécies e também ndo puderam ser associadas as
linhagens de Sabbag et al. (2018). Portanto, fizemos duas analises diferentes: uma analise
considerando individuos das seis espécies validas (e, portanto, com numeros amostrais
maiores), e uma analise considerando apenas individuos que pudessem ser associados as
linhagens anteriormente publicadas (e, portanto, com um namero amostral menor e sem as
espécies do grupo petropolitana). Caso as nossas analises histologicas mostrassem um critério
diferente do utilizado na literatura para definir machos adultos (Feio et al. 2006), fariamos as
analises estatisticas exploratdrias sob ambos os critérios, para efeitos de comparagao.

Inicialmente testamos os dados quanto a homocedasticidade e a normalidade, todos
utilizando o programa R v.3.4.0 (R Core Team 2017) e o programa RStudio v.1.1.456 (RStudio

Team 2018), mas cada andlise com um pacote, citados a seguir. Fizemos os testes de
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homocedasticidade de duas maneiras: com o teste “M de Box™ utilizando o pacote “biotools”
(da Silva et al. 2017) e utilizando uma analise das variancias diretamente no RStudio v.1.1.456
(RStudio Team 2018). Fizemos os testes de normalidade com dois métodos: com o teste de
Shapiro-Wilks e com a anélise de histogramas das distribui¢cdes dos valores ambos diretamente
no RStudio v.1.1.456 (RStudio Team 2018). Segundo esses quatro testes, nossos dados
morfométricos ndo sdo normais e nem homocedasticos.

Como o comprimento rostro-cloacal é uma das carateristicas diagnosticas entre as
espeécies, plotamos em um gréafico de caixas as medidas de CRC para cada espécie e linhagem,
separando machos adultos e fémeas adultas. Fizemos esses graficos nos programas R v.3.4.0
(R Core Team 2017) e RStudio v.1.1.456 (RStudio Team 2018) com o pacote “ggplot2” v.3.0.0
(Wickham et al. 2018). Para testar se existem caracteristicas sexualmente dimdrficas nas
espécies, testamos também a espessura (i.e., diametro) dos antebracos em relacdo ao CRC e a
espessura (i.e., didmetro) dos bragos em relacdo ao CRC, entre machos adultos e fémeas adultas.
Os testes foram feitos com graficos de caixas, por espécie e por linhagem, nos programas R
v.3.4.0 (R Core Team 2017) e RStudio v.1.1.456 (RStudio Team 2018), usando o pacote
“ggplot2” v.3.0.0 (Wickham et al. 2018).

Outra caracteristica diagnostica de Thoropa megatympanum e T. saxatilis é o didmetro
do timpano muito maior nelas do que nas outras espécies de Thoropa (Caramaschi e Sazima
1984; Cocroft e Heyer 1988). Assim, verificamos se a razdo entre o didmetro do timpano e o
comprimento da cabeca é diferente entre as espécies (sensu Caramaschi e Sazima 1984) e
também se a razdo entre o didmetro do timpano e o diametro do olho é diferente entre as
espécies (sensu Cocroft e Heyer 1988). Esses testes foram feitos com graficos de caixas, por
espécies e linhagens, separando machos e fémeas, nos programas R v.3.4.0 (R Core Team 2017)
e RStudio v.1.1.456 (RStudio Team 2018) com o pacote “ggplot2” v.3.0.0 (Wickham et al.
2018). Por fim, fizemos graficos de caixas apenas para 0s machos adultos das espécies do grupo
miliaris, usando a quantidade bruta de PEPs no dedo IV da mao esquerda, que é a médo do
individuo de T. taophora que contém mais PEPs (36 PEPs) (Feio et al. 2006). Esses graficos
também foram elaborados nos programas R v.3.4.0 (R Core Team 2017) e RStudio v.1.1.456
(RStudio Team 2018) utilizando o pacote “ggplot2” v.3.0.0 (Wickham et al. 2018). Para todos
os gréaficos de caixas fizemos analises de variancia (ANOVA) com testes F para verificar se
existem diferencas significativas gerais entre as medias dos grupos (especies, linhagens,
machos e fémeas). Fizemos essas analises nos programas R v.3.4.0 (R Core Team 2017) e

RStudio v.1.1.456 (RStudio Team 2018). Adicionalmente, fizemos comparag0es par-a-par ndo
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planejadas com o método HSD de Tukey. Para todas as analises consideramos como
significativos os resultados com valores de P menores do que 0,05.

No decorrer da coleta de dados, notamos que alguns jovens das espécies cujos adultos
possuiam a cabeca mais larga do que longa possuiam, contrariamente, a cabeca mais longa do
que larga. Isso também pareceu visivel pela angulacdo do timpano, que em individuos maiores
fica mais inclinado e em individuos menores fica mais proximo ao vertical. Supusemaos, entéo,
que as diferencas entre largura e comprimento da cabeca entre as espécies pudessem ser também
explicadas pelo tamanho dos exemplares, que refletem, ao menos em Thoropa miliaris, sua
idade (Reboucas et al. 2017). Para testar isso colocamos em graficos de dispersdo simples o
comprimento e a largura da cabeca de cada espécie em relacdo ao CRC, porém sem distin¢éo
de sexo, idade e estagio de desenvolvimento, desde que estivessem metamorfoseados. Sobre
esses graficos de dispersdo fizemos regressdes lineares simples, obtendo a equacédo da reta e 0
coeficiente de determinagéo (R?). Elaboramos essas analises nos programas R v.3.4.0 (R Core
Team 2017) e RStudio v.1.1.456 (RStudio Team 2018), utilizando o pacote “ggplot2” v.3.0.0
(Wickham et al. 2018).

Fizemos também duas analises multivariadas: uma analise de componentes principais
(principal component analysis, PCA) e uma andlise de discriminantes lineares (linear
discriminant analysis, LDA), ambas sem o efeito da alometria, para comparar
morfometricamente todas as caracteristicas das espécies e linhagens. Para retirar o efeito
alométrico das amostras, calculamos as razdes entre as 14 medidas e os CRC de cada exemplar
e analisamos as 14 variaveis resultantes para machos adultos e fémeas adultas separadamente.
Fizemos as analises nos programas R v.3.4.0 (R Core Team 2017) e RStudio v.1.1.456 (RStudio
Team 2018), sendo que utilizamos o pacote “ggfortify” (Horikoshi et al. 2018) paraa PCA e 0
pacote “flipMultivariates” (DisplayR, Inc.) para a LDA.

Adicionalmente, sumarizamos as estatisticas basicas (valores minimo e maximo, média
e desvio padrdo de cada medida) utilizando os programas R v.3.4.0 e RStudio v.1.1.456
(RStudio Team 2018) com o pacote “psych” (Revelle 2019).

RESULTADOS

Associagéo as linhagens
Obtivemos um total de 798 sequéncias de 16S-ARBR de Thoropa do grupo miliaris, em
um alinhamento de 604 pb. Desse total de pares de bases, 186 pb eram de sitios com gaps ou

dados faltantes, para 0os quais possuiamos pouca confianga na homologia. O nimero de
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“haplétipos™ resultantes obtidos com o DnaSP (Rozas et al. 2017) foi 102 e a “diversidade
haplotipica” foi de 0,9642. A maior parte das amostras manteve a distribuigdo conhecida da
literatura (Sabbag 2013; Sabbag et al. 2018) (Figura 2). As principais mudancas refletem-se no
aumento de amostras de T. miliaris (mais especificamente das linhagens mil-1 e mil-2) que se
distribuem na Cadeia do Espinhago (Figura 2).

Alguns exemplares ndo puderam ser associados a linhagens ja existentes através das
abordagens utilizadas, entdo os consideramos como pertencentes ao grupo topologicamente
mais proximo possivel segundo a arvore de verossimilhanca produzida pelo programa 1Q-
TREE. Essas amostras correspondem a alguns individuos de T. megatympanum distribuidas ao
longo da Cadeia do Espinhago, individuos de T. miliaris no leste do estado de Minas Gerais e
individuos de T. taophora na Serra dos Orgdos no estado do Rio de Janeiro (Figura 3). Ndo

utilizamos essas amostras para as analises morfométricas por linhagens.

Presenca de espermatozoides e caracteres sexuais secundarios

Dos 61 testiculos que retiramos para cortes histologicos, dois foram perdidos em alguma
etapa da rotina histolégica. Dos 59 machos que analisamos 15 eram machos sem PEP; oito eram
machos com PEPs apenas na articulacdo metacarpal-falangeal; um possuia PEPs na articulacéo
metacarpal-falangeal e no tubérculo metacarpal interno; um possuia PEPs na articulacéo
metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno e no dedo Ill; sete possuiam PEPs na
articulacdo metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno e nos dedos Il e IlI; 14
possuiam PEPs na articulacdo metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno e nos
dedos 11, Il e 1V, necessariamente todas pretas; e 12 possuiam PEPs completamente brancas
ou marrons (Tabela 1). A maioria dos individuos possuia pelo menos espermatozoides ja
desenvolvidos e presos as células de Sertoli e varios possuiam espermatozoides livres no lumen
(Figura 4). Apenas dois machos (CFBH 7648 e CFBH 12627) ndo possuiam espermatozoides
prontos ou presos as células de Sertoli, ambos machos sem PEPs (Figura 4). Alguns individuos
possuiam testiculos muito diminutos e ndo pudemos medir nem pesar com 0s equipamentos.
Alguns exemplos de distribuicdo de PEPs e cortes histologicos estdo na Figura 5.

O maior individuo da colegdo CFBH, uma Thoropa miliaris de Santa Maria Madalena,
RJ (CFBH 28065), € o macho que apresentou o maior testiculo analisado (Tabela 1) e possuia
ndo sO espermatozoides prontos e presos a celula de Sertoli, como espermatozoides livres e
I6culos que pareciam recém-esvaziados. Considerando os resultados encontrados, nosso critério

de macho adulto é um macho que possua alguma PEP.
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Figura 2: Mapa de distribui¢do das amostras moleculares de Thoropa do grupo miliaris utilizadas nesse trabalho,
separadas por linhagem de Sabbag et al. (2018), sendo: “meg-1” e “meg-2” (T. megatympanum), “mil-17, “mil-
27, “mil-3”, “mil-4” e “mil-5” (T. miliaris), “sax-1” e “sax-2” (T. saxatilis) e “tao-1”, “tao-2”, “tao-3" (T.
taophora). “RS”, “SC”, “PR”, “SP”, “MG”, “RJ”, “ES”, “BA” sdo as siglas das unidades federativas,
respectivamente: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito
Santo e Bahia. Altitudes estdo representadas em escala de cinza, a cada 50 km, a partir do nivel do mar (cinza mais
claro).
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Figura 3: Mapa de distribuicdo da amostra molecular de Thoropa cf. lutzi (CFBH-T 10562) e das
amostras moleculares do grupo miliaris que ndo pudemos alocar em nenhuma linhagem conhecida de
Sabbag et al. (2018). “RS”, “SC”, “PR”, “SP”, “MG”, “RJ”, “ES”, “BA” sdo as siglas das unidades
federativas, respectivamente: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Espirito Santo e Bahia. Quadrado é para amostras que se agrupam com T. megatympanum
(“meg”); tridingulo sdo amostras que agrupam-se com T. miliaris + T. taophora (“mil-tao”); circulo é para
amostras que se agrupam com T. taophora (“tao); o sinal de adigdo refere-se a amostra de T. cf. lutzi
(“cflut”). Altitudes estdo representadas em escala de cinza, a cada 50 km, a partir do nivel do mar (cinza
mais claro).
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Tabela 1: Machos utilizados para analise de testiculos de Thoropa taophora, T. miliaris e T. saxatilis, com 0s
respectivos nimeros de exemplares na colecdo CFBH, comprimento rostro-cloacal (CRC, em mm); municipio,
unidade federativa (UF); data de coleta; categoria de PEPs (“P”) sendo: (a) individuos sem PEP, (b) PEPs apenas
na articulagdo metacarpal-falangeal, (c) PEPs na articulagdo metacarpal-falangeal e tubérculo metacarpal interno,
(d) PEPs na articulagdo metacarpal-falangeal, tubérculo metacarpal interno e dedo Ill, (e) PEPs na articulacao
metacarpal-falangeal, tubérculo metacarpal interno, e dedos 111 e I1, (f) PEPs na articulagdo metacarpal-falangeal,
tubérculo metacarpal interno, e dedos Il1, Il e IV, todas pretas e (g) PEPs brancas ou marrons. Trés colunas referem-
se a analise macroestrutural dos testiculos, com massa (“m™) em gramas; comprimento (“c”) em mm; e largura
(“1”) em mm. A coluna “presos” marca os testiculos nos quais encontramos pelo menos um I6culo seminifero com
espermatozoides presos as células de Sertoli. A coluna “livres” marca os testiculos nos quais encontramos ao
menos um ldculo seminifero com espermatozoides livres no Iimen. E a coluna “vazios” marca testiculos com
I6culos seminiferos recém-esvaziados (com limem amplo e sem espermatozoides).

Espécie CFBH CRC Municipio UF Datadecoleta P m c [ presos livres  vazios
T. miliaris 28071 48,26 Santa Maria Madalena RJ  22/fev/2011 a 00022 254 1,40 X
T. miliaris 14986 25,56  Santa Teresa ES  07/mar/2007 a 0,000 166 0,89 X
T.saxatilis 30385 34,25 Maquiné RS  22/nov/2011 a 00031 348 1,93 X
T.taophora 30310 46,91 Bertioga SP 12/nov/2011 a 00041 299 157 X X
T.taophora 15341 49,07 llhabela SP  17/jan/2007 a 00016 339 121 X X
T.taophora 40889 43,65 Ilhabela SP  10/ago/2010 a 00000 230 0,89 X X
T.taophora 40900 35,04 Ilhabela SP  10/ago/2010 a - - - X
T.taophora 41833 39,66 Mogi das Cruzes SP  15/nov/2013 a 00013 216 1,01 X X
T.taophora 12627 35,23  Peruibe SP  09/0out/2005 a -0,0011 - -
T.taophora 30282 38,70 S&o Sebastido SP  10/nov/2011 a 00001 188 0,81 X
T.taophora 30293 50,84 S&o Sebastido SP  12/nov/2011 a 00026 287 141 X X
T.taophora 12607 42,93 Ubatuba SP  28/abr/2004 a 00000 231 0,90 X X
T.taophora 15665 45,96 Ubatuba SP 13/dez/2006 a 00002 236 1,23 X
T.taophora 7654 42,06 Ubatuba SP  29/abr/2004 a 00008 282 0,98 X
T.taophora 7648 28,97 Ubatuba SP  29/abr/2004 a - - -
T. miliaris 25478 51,59 Mimoso do Sul ES  07/dez/2009 b 00102 4,37 262 X X
T. miliaris 36384 47,64 Paraty RJ  06/abr/2014 b 00040 330 2,02 X X
T. miliaris 36379 30,37 Paraty RJ  06/abr/2014 b 00010 224 1,02 X X
T. miliaris 14970 29,86 Santa Teresa ES  07/mar/2007 b 00009 228 124 X
T.taophora 19719 47,13 Caraguatatuba SP  11/nov/2005 b 00054 431 1,68 X X
T.taophora 42347 44,91 Ubatuba SP  28/mar/2016 b 00025 262 0,96 X X X
T.taophora 19921 52,01 Ubatuba SP  24/fev/2008 b 00060 755 1,82 X X
T.taophora 10938 48,27 Ubatuba SP  06/out/2004 b 00050 4,09 1,55 X X
T. miliaris 25138 52,47  Alegre ES  01/jul/2009 c 00088 386 2,01 X
T. miliaris 26382 49,96 Linhares ES  05/jan/2002 d 0,003 2,85 2,04 X X
T. miliaris 11329 49,00 Domingos Martins ES  18/jan/2006 e 00022 256 1,53 X
T. miliaris 36381 52,19 Paraty RJ  06/abr/2014 e 00042 335 1,85 X
T. miliaris 18438 29,96 Vitoria ES  24/nov/2007 e 00034 322 174 X X
T.taophora 30308 53,15 Bertioga SP  12/nov/2011 e 00041 266 1,75 X X
T.taophora 42145 63,05 Iguape SP  18/jan/2016 e 00027 315 1,92 X X
T.taophora 40897 55,34 lIlhabela SP  10/ago/2010 e 00058 393 1,76 X X X
T.taophora 15614 58,51 S&o Sebastido SP  19/dez/2006 e 00061 432 2722 X X
T. miliaris 30633 40,65 Paraty RJ  15/dez/2011 f 00022 259 1,63 X
T. miliaris 28065 96,89 Santa Maria Madalena RJ  22/fev/2011 f 00461 958 343 X X X
T. miliaris 18437 3547 Vitdria ES  24/nov/2007 f 00080 508 227 X X
T.saxatilis 30386 39,20 Maquiné RS  22/nov/2011 f 00133 626 218 X X
T.taophora 30301 45,70 Bertioga SP  12/nov/2011 f 00078 259 2,00 X X
T.taophora 43576 64,27 S&o Sebastido SP  fev/2018 f 00227 457 291 X X
T.taophora 43578 59,70 S&o Sebastido SP  fev/2018 f 00121 398 241 X X
T.taophora 43586 61,50 S&o Sebastido SP fev/2018 f 00113 381 224 X X
T.taophora 43584 62,88 S&o Sebastido SP fev/2018 f 00145 420 1,89 X X
T.taophora 43572 53,97  S&o Sebastido SP fev/2018 f 00054 3,02 194 X X
T.taophora 43585 57,66 S&o Sebastido SP fev/2018 f 0,008 281 224 X X
T.taophora 12733 76,32 Ubatuba SP 09/abr/2000 f 0,023 591 315 X X
T.taophora 12736 81,24  Ubatuba SP 22/out/2000 f 0,025 733 278 X X
T.taophora 12735 59,9  Ubatuba SP  09/abr/2000 f 00137 436 220 X X
T. miliaris 25119 37,81 Domingos Martins ES  10/nov/2009 g 00052 325 193 X X
T. miliaris 37723 4821 Pedro Canario ES  02/jul/2005 g 00019 227 150 X
T. miliaris 27365 59,52  Santa Maria Madalena RJ  21/nov/2010 g 00310 6,67 357 X X X
T.taophora 42147 51,76 Iguape SP  18/jan/2016 g 00042 312 181 X X X
T.taophora 15343 57,84 llhabela SP 17/jan/2007 g 00066 4,03 2,01 X X
T.taophora 43577 69,23  S&o Sebastido SP fev/2018 g 00223 408 2098 X X
T.taophora 43575 62,30 S&o Sebastido SP fev/2018 g 00167 746 214 X X
T.taophora 43589 60,63 S&o Sebastido SP fev/2018 g 00075 3,78 198 X X
T.taophora 43573 54,68 S&o Sebastido SP fev/2018 g 00083 346 1,68 X X
T.taophora 43588 59,93 S&o Sebastido SP fev/2018 g 0,009 381 1,87 X X
T.taophora 43581 60,73 S&o Sebastido SP fev/2018 g 00158 4,18 2,08 X X
T.taophora 43583 54,50 S&o Sebastido SP  fev/2018 g 00089 277 230 X X
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Figura 4: Fotografias de cortes histolégicos de testiculos. (a) Thoropa taophora, Sdo Sebastido, SP (CFBH 43572), com aumento de 10 x 1, com vérios l6culos seminiferos
(circulo preto em um deles); (b) T. taophora, Ubatuba, SP (CFBH 7648, individuo sem PEPs), com aumento de 20 x 2, com léculos seminiferos em formacdo e sem
espermatozoides (seta preta em um deles); (c) T. taophora, Iguape, SP (CFBH 12627, individuo sem PEPSs), com aumento de 20 x 2, mostrando células ainda indiferenciadas
no testiculo; (d) T. taophora, Ilhabela, SP (CFBH 40900, individuo sem PEPs), com aumento de 10 x 1, com I6culos seminiferos em formagdo e sem espermatozoides (seta
preta em um deles); (e) T. miliaris, Santa Maria Madalena, RJ (CFBH 27365, individuo com PEPs esbranquicadas ou marrom-claras), com aumento de 20 x 2, mostrando 0s
diferentes estagios de desenvolvimento dos gametas (setas pretas), espermatozoides presos a célula de Sertoli (seta vermelha) e espermatozoides livres no limen (seta amarela);
(f) T. taophora, S&o Sebastido, SP (CFBH 30293, individuo sem PEPs), com aumento de 10 x 1, mostrando I6culos seminiferos aparentemente recém-esvaziados (seta preta).
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Figura 5 (pagina anterior): Vistas dorsais e ventrais das categorias de distribuicdo de PEPs que utilizamos para
separar os individuos escolhidos para verificar a ocorréncia de espermatozoides nos testiculos (a-b, d-e, g-h, j-k,
m-n, p-q, s-t), com exemplo de corte histoldgico (aumentado 20 x 2) do testiculo de algum individuo atribuido
aquela categoria (c, f, i, I, 0, r, u). (a, b, ¢) Thoropa taophora, Ilhabela, SP (CFBH 15341), individuo sem PEPs;
(d, e, ) T. miliaris, Paraty, RJ (CFBH 36384), individuo com PEPs na articulagdo metacarpal-falangeal; (g, h, i)
T. miliaris, Cariacica, ES (CFBH 25138), individuo com PEPs na articulagdo metacarpal-falangeal e no tubérculo
metacarpal interno; (j, k, 1) T. miliaris, Linhares, ES (CFBH 26382), individuo com PEPs na articulagdo
metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno e no dedo Ill; (m, n, 0) T. taophora, Sdo Sebastido, SP
(CFBH 15614), individuo com PEPs na articulacdo metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno e nos
dedos Il e II; (p, ) T. taophora, Sdo Sebastido, SP (CFBH 15595) e (r) T. taophora, Bertioga, SP (CFBH 30301),
ambos os individuos com PEPs na articulacdo metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno, e nos dedos
11, 11 e IV, necessariamente todas pretas; (s, t) T. taophora, Sdo Sebastido, SP (CFBH 43577) e (u) T. taophora,
Iguape, SP (CFBH 42147), ambos os individuos com PEPs brancas ou marrons.

Morfologia externa de adultos e larvas

Analisamos os individuos para 46 caracteristicas de morfologia externa de adultos e 42
caracteristicas de morfologia externa de larvas (Tabela 2). A maioria das caracteristicas possuli
0S mesmos estados para todas as espécies. Porem, existem algumas diferencas entre espécies,
tais como o formato do focinho, ocorréncia de fenda e saco vocal, ordem de tamanho dos dedos,
tipo e distribuicdo das projecdes epidérmicas PEPres das almofadas nupciais, formato e
extensdo da expansdo dermica posterolateral das larvas, posi¢cdo do espiraculo relativa a
expansdo dérmica posterolateral em larvas, caracteristicas da parede ventral do tubo cloacal em
larvas, entre outras. Até o momento ndo encontamos diferencas entre as linhagens do grupo
miliaris para a maioria das caracteristicas analisadas.

Encontramos também varia¢des individuais em algumas caracteristicas, ndo associadas
a linhagens ou espécies, como, por exemplo, a quantidade e localizacdo de tubérculos
supernumerarios nas maos, comprimento relativo do dedo V, ocorréncia de uma macroglandula
inguinal amarelada, formato do processo dentigero do vomer, quantidade de granulos laterais e
posterodorsais, ocorréncia da quilha tarsal, ocorréncia do menisco nos olhos das larvas e
formato da borda da parede ventral do tubo cloacal das larvas.

Nenhuma das espécies do grupo miliaris possui fenda vocal ou saco vocal (Figura 6),
embora alguns individuos possuam dobras musculares proximas a lingua que dédo a impressao
de serem fendas vocais em uma analise superficial. Ja o grupo petropolitana apresenta fendas
vocais, sendo que Thoropa petropolitana é possivel ver sacos vocais pareados (Figura 6).

Em todas as espécies existem inumeros granulos nas laterais do corpo e na parte final
do dorso (Figura 7). Embora exista variacdo individual nessa caracteristica, Thoropa lutzi e T.
megatympanum parecem possuir maior quantidade do que as outras espécies. Todas as espécies
também possuem prega discoidal (sensu Taboada et al. 2013) que externamente pode ser vista

por uma suave alteracdo na rugosidade da pele do ventre (Figura 7). Nas espécies do grupo
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petropolitana, entretanto, ela € mais marcada, especialmente nas laterais do ventre.

As almofadas nupciais das espécies do grupo miliaris sdo iguais nos quesitos de
morfologia das projecdes epidérmicas PEPres (PEPs), sendo todas em formato de espinho
(PFE), porém possuem grande variacdo individual de distribuicdo, cor, tamanho e quantidade
de PEPs (Figura 8). Encontramos diversos individuos recentemente coletados com PEPs
brancas ou em tons de marrom e alguns individuos em que é possivel ver o estrato corneo se
desprendendo da pele do animal, ou apenas na PEP, ou por toda a méo (Figura 8). Encontramos
também variacao individual quanto a ocorréncia de PEPs na face dorsal do metacarpo do dedo
I1, aparentando ser o Gltimo local a aparecerem PEPs (Figura 8). Os individuos de Thoropa
petropolitana possuem o mesmo tipo morfologico de PEPs (PFE), mas com muito menos
variacdo individual, sendo que a cor e a quantidade de PEPs parecem ser as Unicas
caracteristicas variaveis (Figura 8). Thoropa lutzi, por outro lado, possui as PEPs em formato
de cone (PFC), sem variagéo de distribuicdo, mas com bastante variacdo de cor. Ndo sabemos
detalhes sobre a quantidade de PEPs em T. lutzi (Figura 8).

Os dedos das espécies possuem alguma variacdo nos seus comprimentos relativos.
Thoropa petropolitana, T. lutzi e T. saxatilis possuem o dedo Il menor do que o dedo llI,
enquanto que T. miliaris, T. taophora e T. megatympanum possuem o dedo Il maior do que o
dedo 111 (Figura 9). Além disso, as falanges terminais de T. saxatilis sdo mais largas do que as
falanges terminais das outras espécies (Figura 9). A ordem de tamanho dos artelhos é igual para
todas as espécies, com alguma variacao individual (Tabela 2, Figura 10).

As larvas do género possuem bastante variacdo individual e alguma variacdo entre
espécies ou linhagens (Tabela 2). De maneira geral, as larvas de Thoropa tém o corpo
deprimido, a cauda longa e as nadadeiras reduzidas. A maioria das diferencas entre as espécies
se encontra na expansdo dérmica posterolateral (sensu Dias 2018), na posicdo do espiraculo
relativa a expansdo dérmica posterolateral, no tubo cloacal e nas nadadeiras (Figura 11). As
caracteristicas que se mostraram diferentes para linhagens dizem respeito ao tubo cloacal das
larvas de Thoropa megatympanum e & expansdo dérmica posterolateral das larvas de T. saxatilis
(explicado a seguir).

O disco oral das larvas das diferentes espécies é praticamente igual: sem PEPs
submarginais, PEPs marginais cénicas ou arredondadas, maxilas queratinizadas em formato de
U e comprimidas lateralmente, com duas fileiras de dentes anteriores e trés fileiras posteriores,
sendo a primeira fileira posterior interrompida (em alguns girinos de Thoropa miliaris ela ndo
é interrompida) (Figura 12). Os tubos cloacais possuem bastante variagdo individual, mas em

geral ndo cobrem as pernas nas espécies do grupo miliaris e cobrem as pernas nas especies do
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grupo petropolitana (Figura 12). A parede dorsal do tubo cloacal € mais curta do que a parede
ventral. No grupo miliaris existe variagéo individual na regularidade e formato da margem da
parede ventral (ora arredondada, ora um pouco mais reta, ora regular, ora irregular). Em T.
petropolitana a parede ventral do tubo cloacal possui uma indentacdo medial e em T. lutzi
possui uma borda concava (Figura 12).

A expansdo dérmica posterolateral nos girinos do grupo petropolitana é larga e cobre
quase todo o corpo, lembrando uma saia ou uma ventosa (Figura 13). Ja no grupo miliaris €
curta ou inexistente (Figura 13). Ndo a encontramos em nenhum individuo de Thoropa
megatympanum e em alguns individuos de T. miliaris. Nas outras espécies do grupo miliaris
ela aparece na parte posterior do corpo, entre o espiraculo e o tubo clocal. Em um individuo de
T. saxatilis, a encontramos quase completa, assemelhando-se as expansdes do grupo
petropolitana (Figura 13). O espiraculo do género é pouco visivel, com a parede interna
inexistente, o que Ihe confere a aparéncia de um buraco no corpo (Figura 13). No grupo miliaris
ele se posiciona medialmente & expansdo déermica posterolateral e no grupo petropolitana ele
fica abaixo da expansédo dérmica posterolateral (Figura 13).

Nos girinos de todas as especies do género a nadadeira ventral possui um sulco medial
(sensu Dias 2018) (Figura 14). Nas espécies do grupo miliaris esse sulco ocupa quase todo o
comprimento da cauda, desde o tubo cloacal até o final dela. Em Thoropa petropolitana esse
sulco comeca na parte distal da cauda, sendo que no inicio da cauda a espécie ndo apresenta
nadadeiras. Thoropa lutzi possui nadadeiras desde o inicio da cauda, como as espécies do grupo
miliaris, mas o sulco comeca a partir do meio da nadadeira (Figura 14). A nadadeira dorsal de
Thoropa é estreita e comeca no terco final da cauda, com excecdo de T. megatympanum que
possui uma nadadeira mais larga a partir do meio da cauda (Figura 14).
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Tabela 2: Caracteristicas analisadas em adultos e larvas das espécies de Thoropa, com os respectivos estados. As referéncias das caracteristicas seguem os seguintes simbolos:
+ = Duellman (1970); e = Grant et al. (2017); ¢ = Grant et al. (2006); = = Rebougas et al. (2017); # = Luna et al. (2018); # = Taboada et al. (2013); ¢ = Dias (2018); ¢¢ = Dias
(2018) adaptado; * = McDiarmid e Altig (1999); ¥ = Colaco (2018). Significado das siglas: PDV = processo dentigero do vomer; AN = almofadas nupciais; PFE = PEPs em
formato de espinho; PFC = PEPs em formato de cone; EDP = expanséao dérmica posterolateral; SM = sulco medial; TC = tubo cloacal; NA = “ndo se aplica”.

Caracteristica — Estados — - -
T. miliaris T. megatympanum T. taophora T. saxatilis T. petropolitana T. lutzi

Adultos
Formato do focinho em vista dorsal { eliptico eliptico eliptico eliptico eliptico eliptico
Formato do focinho em vista lateral ¥ oval oval oval oval eliptico eliptico
Ocorréncia do saco vocale ausente ausente ausente ausente presente presente
Estrutura do saco vocale NA NA NA NA pareado e lateral pareado e lateral
Ocorréncia da fenda vocal ausente ausente ausente ausente presente presente
Formato da lingua oval/eliptica cordiforme/eliptica oval/eliptica oval/eliptica eliptica redomda
Formato da prega supratimpanica eliptica eliptica eliptica eliptica eliptica eliptica
Formato do anel timpéanico circular completo circular completo circular completo circular completo circular completo circular completo
Ocorréncia da membrana timpanica presente presente presente presente presente presente
Formato da narina eliptica eliptica eliptica eliptica eliptica eliptica
Labio inferior relativo ao Iabio superior menor menor menor menor menor menor
Formato da coana circular circular circular circular circular circular
Sinfise mandibular Unica Unica Unica Unica Unica Unica
Fosseta maxilar Unica Unica Unica Unica Unica Unica
Processo dentigero do vomer presente presente presente presente presente presente
Posicdo do PDV em relagdo as coanas entre entre entre entre entre entre
Continuidade do PDV descontinuo descontinuo descontinuo descontinuo descontinuo descontinuo
Tubérculos no canto posterior da boca presente presente presente presente presente presente
Menisco ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Tubérculo metacarpal externo presente presente presente presente presente presente
Tubérculo metacarpal interno presente presente presente presente presente presente
Tubérculos sueranumerarios da mao+ presentes presentes presentes presentes ausentes ausentes
Tubérculo subarticulares das méos ausente ausente ausente ausente ausente ausente

Comprimento do dedo V¢

passa a pen. art. do

passa ou quase
alcanca a pen. art. do

passa a pen. art. do

alcanga ou quase
alcanca a ult. art. do

passa a pen. art. do

quase alcanca,
alcanca ou passa a

dedo IV dedo IV dedo IV dedo IV dedo IV alt. art. do dedo IV
ﬁ?i"pr'me”to relativo dos dedos 1l e B3 > 1> 1l n<in n<in <
Ordem de tamanho dos dedos da méo M<Ii<V<IV H<I<V<IV HN<I<V<IV IH<ll<V<IV N<IM<V<IV nH<i<v<iv
Discos digitais¢ ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes
Morfologia da AN nos machos# PFE PFE PFE PFE PFE PFC
AN na articulagdo metacarpal-falangeal

presente presente presente presente presente presente

do dedo Il dos machosx



AN na falange distal do dedo Il dos
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presente presente presente presente ausentes ausentes
machos
AN o mIEEATD @ e 1 EES mHes resente resente resente resente ausentes resente
dos machos P P P P P
AN preaxiais do dedo 111 dos machos: presente presente presente presente ausentes ausentes
AN preaxiais do dedo 1V dos machosx* presente presente presente presente ausentes ausentes
AN preaxiais do tubérculo metacarpal
- presente presente presente presente ausentes presente
interno dos machoss
Pele palmare tensa tensa tensa tensa tensa tensa
Ocorréncia da quilha tarsal¢ ambiguo ambiguo ambiguo ambiguo ausente ausente
Tubérculos subarticulares dos pés presentes presentes presentes presentes presentes presentes
Formato do tubérculo metatarsal
externo pequeno pequeno pequeno pequeno pequeno pequeno
Formato do tubérculo metatarsal - " - " " -
interno médio médio médio médio médio médio
Ordem de tamanho dos artelhos I<II<M<V<IV I<II<M<V<IV I<II<M<V<IV I<ll<ll~V<IV I<II<MOI<V<IV I<II<OISV<IV
Tubérculos supernumeréarios nos pés ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Prega discoidale presente presente presente presente presente presente
Posigo da cloacat parte superior das parte superior das parte superior das parte superior das parte superior das parte superior das
¢ coxas coxas coxas coxas coxas coxas
Granulos dorsolaterais presentes presentes presentes presentes presentes presentes
Macroglandulas iliacas ausentes ausentes ausentes/presentes ausentes ausentes ausentes
posteriormente posteriormente posteriormente posteriormente posteriormente posteriormente
Textura da pele dorsal¢
granular granular granular granular granular granular
Larvas
Formato do corpo em vista dorsal oval oval oval oval oval oval
Formato do focinho em vista dorsal eliptico eliptico eliptico eliptico eliptico eliptico
Formato do corpo em vista lateral 3 eliptico e deprimido eliptico e deprimido eliptico e deprimido eliptico e deprimido eliptico e deprimido eliptico e deprimido
Formato do focinho em vista lateral ¢ eliptico eliptico eliptico eliptico eliptico eliptico
Orientagdo do disco oralg ventral ventral ventral ventral ventral ventral
Identaces do disco orale uma lateral uma lateral uma lateral uma lateral uma lateral uma lateral
Ocorrencia de papilas marginais presentes presentes presentes presentes presentes presentes
ocorrencia de papilas submarginais ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes ausentes
formato das papilas marginais mediais - L .
o Pap g arredondadas arredondadas conicas conicas conicas arredondadas
do l&bio posteriorg
formato das papilas marginais laterais A - - -
. - arredondadas conicas conicas conicas conicas arredondadas
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Figura 6: Detalhes de fendas e sacos vocais em algumas espécies de Thoropa. (a) Vista dorsal da cabega, sem
saco vocal, T. miliaris, Paraty, RJ (CFBH 30617); (b) dobra muscular no assoalho da boca (seta preta), T. miliaris,
Domingos Martins, ES (CFBH 32555); (c) sacos vocais pareados (setas pretas), T. petropolitana, Magé, RJ (El

2586); (d) fendas vocais (setas pretas), T. petropolitana, Magé, RJ (El 2586).
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Figura 7: Detalhes do flanco e do abdomen das espécies de Thoropa. (a) Vista lateral do corpo, mostrando os granulos laterais na pele, T. saxatilis, Timbé do Sul, SC (MCP
11918); (b) vista ventral do abdomen, com prega discoidal (setas pretas), T. miliaris, Domingos Martins, ES (CFBH 32555).
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Figura 8: Maos de algumas espécies de Thoropa, com detalhes das almofadas nupciais com
projecdes epidérmicas PEPres. (a, b) Vistas dorsal e ventral de T. taophora de S&o Sebastido, SP
(CFBH 15595) com PEPs na articulagdo metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno e
nos dedos 11, 111 e 1V; (c, d) vistas dorsal e ventral de T. petropolitana de Guapimirim, RJ (El 9474)
mostrando a distribuicdo das PEPs na espécie; (e, f) vistas dorsal e ventral de T. lutzi do Rio de
Janeiro, RJ (MZUSP 88241), com as PEPs em formato de cone (setas pretas); (g) estrato corneo
escuro solto (seta preta) e estrato granuloso claro exposto (seta vermelha) em PEPs de T. miliaris de
Paraty, RJ (CFBH 30617); (h) individuo de T. miliaris de Carangola, MG (CFBH 27292) com PEPs
na parte dorsal do metacarpo do dedo Il (seta preta).
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Figura 9: Vistas ventrais das maos das espécies de Thoropa, (a) T. lutzi, Rio de Janeiro, RJ (MZUSP 88241); (b)
T. megatympanum, Grdo Mogol, MG (CFBH 10196); (c) T. miliaris, Mimoso do Sul, ES (CFBH 25478); (d) T.
petropolitana, Guapimirim, RJ (El 9474); (e) T. saxatilis, Timbé do Sul, SC (MCP 11918); (f) T. taophora,
Ubatuba, SP (CFBH 7947).
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Figura 10: Vistas ventrais dos pés das espécies de Thoropa. (a) T. lutzi, Alto Caparad, MG (MZUSP 57952); (b)
T. megatympanum, Grdo Mogol, MG (CFBH 10196); (c) T. miliaris, Paraty, RJ (CFBH 30617), com detalhe para
a quilha tarsal (seta preta); (d) T. petropolitana, Petropolis, RJ (MNRJ 23344); (d) T. saxatilis, Timbé do Sul, SC
(MCP 11918); (e) T. taophora, Ubatuba, SP (CFBH 7947), com detalhe para a quilha tarsal (seta preta).
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Figura 11: Vistas dorsais, laterais e ventrais das larvas de Thoropa. (a, b, ¢) T. lutzi, Rio de Janeiro, RJ
(MZUSP 79301); (d, e, f) T. megatympanum, Santana do Riacho, MG (CFBH 39845); (g, h, i) T. miliaris, Rio
de Janeiro, RJ (CFBH 9022); (j, k, I) T. petropolitana, Petrépolis, RJ (MZUSP 80015); (m, n, 0) T. saxatilis,
Maquiné, RS (MCP 7870); (p, q, r) T. taophora, lguape, SP (CFBH 42156).
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Figura 12: Detalhes da boca e tubo cloacal das larvas de Thoropa. (a) T. miliaris, Rio de Janeiro, RJ (CFBH
42224); (b) T. miliaris, Domingos Martins, ES (CFBH 41089); (c) T. miliaris, Ibitirama, ES (ZUEC 23660); (d)
T. saxatilis, Trés Forquilhas, RS (MCP 11933); (e) T. megatympanum, Santana do Riacho, MG (CFBH 39845);

(f) T. megatympanum, Buendpolis, MG (DZSJRP 2416.1).
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Figura 13: Detalhes do espirdculo (setas pretas) e expansdo dérmica posterolateral (setas vermelhas) das larvas
de Thoropa (a) T. taophora, Sdo Sebastido, SP (CFBH 40946); (b) T. miliaris, Rio de Janeiro, RJ (CFBH 42223);
(c) T. saxatilis, Maquiné, RS (MCP 7870); (d) T. saxatilis, Timbé do Sul, SC (MCP 12418); (e) T. petropolitana,
Teresdpolis, RJ (CFBH 25709); (f) T. lutzi, Rio de Janeiro, RJ (MZUSP 79301).
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Figura 14: Detalhes das nadadeiras das larvas de Thoropa, mostrando (a, b, ¢) a auséncia de nadadeiras (setas pretas), nadadeira sem sulco medial (seta branca) e nadadeiras
com sulco medial (setas vermelhas), (a) dois individuos de T. petropolitana, Teresépolis, RJ (MZUSP 80015); (b) T. lutzi, Rio de Janeiro, RJ (MZUSP 79301); (c) T. taophora,
Mogi das Cruzes, SP (MTTS G-84); (d) T. megatympanum, Santana do Riacho, MG (CFBH 39845); (e) T. saxatilis, Timbé do Sul, SC (MCP 12418); (f) T. taophora, Mogi das
Cruzes, SP (MTTS G-84).
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Coloracéo e desenho

Os pbs-metamorficos de todas as espécies de Thoropa possuem padrdes gerais de cor e
desenho marmoreados, formando ou ndo desenhos definidos. Os membros e ventres das
espécies sdo em geral muito parecidos, sendo que as maiores variagdes no género estdo nos
padrdes de cor e desenho dorsais do corpo. Os membros, por exemplo, possuem barras claras e
escuras intercaladas na face dorsal. Essas barras podem ser listras simples ou maculadas. Em
material fixado a regido ventral das espécies de Thoropa é em geral clara, ou em alguns
exemplares ela é clara com maculas pretas ou cinzas escuro. Algumas espécies possuem
manchas irregulares, outras possuem o ventre todo claro e sem manchas e algumas espécies
possuem méaculas na gula e no peito. Todas também parecem possuir uma faixa transversal na
parte dorsal da cabeca, na altura dos olhos ou timpanos. As espécies do grupo miliaris séo as
gue mais possuem variacdo de desenho dorsal, diferentemente das espécies do grupo
petropolitana que praticamente ndo variam. Todas as espécies parecem também possuir uma
mancha mais clara no dorso, em geral arredondada, embora possa possuir bordas irregulares.

Existe apenas um registro em vida de T. petropolitana e para T. lutzi existe apenas
registro de exemplares das populacGes do estado do Espirito Santo (Figura 15), entdo nao
pudemos analisar a variacdo de cor em vida nesse grupo. Baseado em material fixado, as
espécies do grupo petropolitana ndo possuem variacdo no desenho dorsal e séo caracterizadas
basicamente por um desenho em forma de “X” no dorso, sendo que a parte de cima do “X” se
assemelha a um triangulo invertido, cuja base € a faixa transversal supracitada.

Os exemplares de Thoropa megatympanum e T. saxatilis possuem um padrdo um pouco
mais marmoreado no dorso, com variagdo em cores (Figuras 16 e 17) e com manchas irregulares
e espalhadas (Figuras 19 e 20). Em T. miliaris e T. taophora é possivel definir desenhos no
dorso, em geral em formato de “T”, ou de “H”, ou as vezes formando faixas ou retangulos,
todos com variacdo de cores (Figuras 17 e 18). Esses desenhos sdo pouco variados em T.
taophora, ao contrario de T. miliaris que inclusive apresenta individuos sem desenhos definidos
(Figuras 21, 22 e 23).



Muniz Freire, ES, foto de Jodo L. Gasparini.
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Figura 16: Variag8o de cor e desenho dorsal de Thoropa megatympanum. (a, b) Botumrim, MG, foto de Fernando Leal; (c) Itacambira, MG, foto de Fernando Leal; (d, e) Serra
d’Anta, Itacambira, MG, foto de Fernando Leal; (f) Santana do Riacho, MG, foto de Célio F. B. Haddad.
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Figura 17: Variacéo de cor e desenho dorsal de Thoropa taophora e T. saxatilis. (a, b) T. taophora, Ubatuba, SP, fotos de Célio F. B. Haddad; (c) T. taophora, Iguape, SP, foto
de Célio F. B. Haddad; (d) T. saxatilis, Timbé do Sul, SC, foto de Patrick Colombo; (e) T. saxatilis, Trés Forquilhas, RS, foto de Patrick Colombo; (f) T. saxatilis, Timbé do

Sul, SC, foto de Célio F. B. Haddad.
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Figura 18: Variacdo de cor e desenho dorsal de Thoropa miliaris. () MNRJ 84074, Santa Teresa, ES, foto de José P. Pombal Jr.; (b) Santa Teresa, ES, foto de Célio F. B.
Haddad; (c) AAG-UFU 6166, Santa Teresa, ES, foto de Thiago Carvalho; (d) AAG-UFU 477, Chiador, MG, foto de Thiago Carvalho; (e, f, g, h) Ibitirama, ES, fotos de Célio

F. B. Haddad.
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Figura 19: Variacdo de desenho dorsal de Thoropa megatympanum. (a) UFMG
11441, Buendpolis, MG; (b) UFMG 15309, Cristdlia, MG; (c) UFMG 9351,
Itacambira, MG; (d) UFMG 14248, Serra Azul de Minas, MG; (e) UFMG 12209,
Botumirim, MG; (f) MCNAM 2069, Santana do Riacho, MG.
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Figura 20: Variacdo de desenho dorsal de Thoropa saxatilis. (a) MCP 11918, Timbé
do Sul, SC; (b) MCP 10691, Trés Forquilhas, RS; (c) MCP 11916, Timbé do Sul, SC;

(d) MCP 10706, Trés Forquilhas, RS; (¢) CFBH 44455, Timbé do Sul, SC; (f) CFBH
44457, Timbé do Sul, SC.
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Figura 21: Variacdo de desenho dorsal em Thoropa taophora. (a) CFBH 19707,
Caraguatatuba, SP; (b) CFBH 42210, Ubatuba, SP; (c) CFBH 42349, Ubatuba, SP;

(d) CFBH 15664, Ubatuba, SP; (¢) CFBH 7946, Ubatuba, SP; (f) CFBH 15646,
Ubatuba, SP.
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Figura 22: Variacdo de desenho dorsal de Thoropa miliaris. (a) MZUFV 3918, Alto Caparad, MG; (b)
MZUESC 15873, Potiragua, BA, (c) MZUESC 17424, Domingos Martins, ES; (d) CFBH 42178, Paraty, RJ;
(e) CFBH 27364, Santa Maria Madalena, RJ; (f) CFBH 27401, Cachoeiras de Macacu, RJ; (g) MZUFV,
Caratinga, MG; (h) UFMG 8353, Séo Gongalo do Rio Abaixo, MG; (i) ZUEC 23585, Ibitirama, ES; (j) MNRJ
25995, Muniz Freire, ES.
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Figura 23: Variacdo de desenho dorsal de Thoropa miliaris. (a) CFBH 39015, Muriaé, MG; (b) MNRJ 83782,
Além Paraiba, MG, (c) MNRJ 26435, Rio de Janeiro, RJ; (d) CFBH 18818, Teres6polis, RJ; (¢) MBML 4353,
Santa Teresa, ES; (f) UFMG 582, Araponga, MG; (g) CFBH 28069, S&o Fidélis, RJ; (h) ZUEC 23586,
Ibitirama, ES; (i) MZUFV 14987, Sdo Antbnio de Padua, RJ; (j) UFMG 15621, Santa Rita do Itueto, MG.
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Morfometria de adultos

Sintetizamos a variagdo morfométrica de todas as espécies (Tabela 3) com os
respectivos intervalos, médias, desvios padrdes e quantidades de individuos analisados, para
machos e fémeas, apresentadas em graficos de caixas (Figuras 24 a 29). Como medimos mais
individuos para analisar CRC, didmetro relativo do timpano e espessura relativa dos bracos, a
quantidade de individuos varia para cada anélise (Tabela 3). O CRC das espécies do grupo
petropolitana mostrou-se menor do que o CRC das espécies do grupo miliaris, porém néo é
possivel ver diferencas significativas entre as linhagens dentro do grupo miliaris (Figura 24).
O grupo petropolitana também é o Unico que aparenta ter fémeas maiores do que os machos,
embora exista certa sobreposicdo (Figura 24).

Tanto no grupo petropolitana quanto no grupo miliaris 0s machos adultos apresentam
antebracos mais espessos que as fémeas adultas (Figura 25). Ja& para os bracos, o grupo
petropolitana ndo apresenta diferengas significativas (Figura 26). Para o didmetro do timpano,
notamos que Thoropa saxatilis e T. megatympanum sdo as que possuem maiores diametros,
porém os diametros timpanicos de T. saxatilis sdo proporcionalmente maiores quando
comparados com o diametro ocular do que quando comparados com o comprimento da cabeca
(Figuras 27 e 28). A quantidade de PEPs no dedo 1V da méo esquerda do grupo miliaris possui
bastante sobreposicdo entre as espécies, embora T. taophora contenha os individuos com as
maiores quantidade de PEPs, principalmente na linhagem tao-1 (Figura 29).

A maioria das analises de variancia (ANOVA) feitas para os graficos de caixas mostrou
que existe pelo menos um grupo com diferencas significativas entre as médias (Figuras 24 a
29). As excecdes foram as anélises feitas para os didmetros do antebraco e do brago das fémeas
analisadas por linhagens (Figuras 25 e 26) e as analises feitas para o didmetro do braco dos
machos analisados por linhagens, tanto sob o critério de macho adulto de Feio et al. (2006)
guanto sob o0 nosso critério de adulto (Figura 26). Os testes par-a-par ndo planejados de Tukey
mostraram muitas diferencas significativas entre grupos nas analises feitas com machos entre
especies sob ambos os critérios de adulto supracitados (Apéndices 10 e 11). Contrariamente, as
diferengas entre as médias dos diametros dos bracos e antebracos de fémeas e machos

mostraram-se ndo significativas (Apéndice 9).

Tabela 3 (préxima pégina): Descricdo da variagdo morfométrica das seis espécies de Thoropa, para as 15
medidas utilizadas nesse estudo. A coluna “Desc.” refere-se as estatisticas descritivas (intervalo, média, desvio
padrédo, e tamanho amostral), sendo que: “[ ]” indica o intervalo (valor minimo e valor maximo) da amostra; “X”
indica a média da amostra; “S” indica o desvio padrdo da amostra; “n” indica o tamanho da amostra. Os valores
estdo apresentados separadamente para fémeas (Q) e machos (&).
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Med Desc T. miliaris T. petropolitana T. taophora T. lutzi T. megatympanum T. saxatilis
‘ ' d ? d ? d ? d d ? d
] [37.6,68.11] [21.21,99.42] [19.28,26.4] [14.21,22.87] [43.83,6654] [23.3, 101.7] - [20.6,27.3] [32.42,54.02] [22.74,59.47] [28.07,51.7] [25.16, 56.57]
CRC X+S 51.77+768  50.73+11.81 23.31+2.03 19.35+1.47 59.08+10.39  59.7+15.36 26.13 23.64+191 42.62 +4.74 40.35+7.16 36.97+7.24 39.4+9.44
n 47 430 11 184 4 104 1 44 28 241 15 29
[ [15.5, 28.23] [7.22, 43.8] [7.04, 8.78] [5.58,8.32]  [17.59,26.72]  [8.75, 42.61] - [6.95,10.19]  [14.26,20.94] [9.83,2451] [10.87,18.31] [10.53, 24.19]
LC X+S  20.57+3.25 20.92 +5.41 8.16 + 0.57 7.21+0.52 2322+4 24,13 +6.32 8.81 8.42 £0.89 17.89 + 1.95 17.41+3.29 1433 +2.11 15.86 + 3.64
n 38 324 11 107 4 82 1 43 25 158 15 29
[1 [14.85,27.01]  [8.01, 40.69] [6.68, 9.32] [5.41,8.33]  [17.69,25.82]  [8.85,39.23] - [7.65, 10.8] [12.19,19.5]  [9.15,22.24]  [10.59,21.3]  [10.05, 23.89]
ccC X+S 19.53+3.15 19.87 £4.74 8.06 +0.71 7.29 +0.55 22.51+354 23.05+5.68 9.14 8.63+0.87 16.24 +1.82 15.99 +2.89 14.81+3.2 16.14 +4.25
n 38 324 11 107 4 82 1 43 25 158 15 29
[1 [3.08, 5.73] [1.68, 6.95] [1.14,1.82] [0.96, 2.26] [3.52, 4.67] [1.86, 7.16] - [1.31, 2.31] [3.3,5] [1.87, 6.42] [2.37,5.19] [2.11, 6.68]
DT XtS 4.14 £ 0.56 432+0.9 1.53+0.23 1.45+0.21 4.16 £0.48 4.39+£0.94 1.85 1.84 +0.25 4.17 £0.45 4.18 £0.83 3.4+0.84 433+1.49
n 38 324 11 107 4 82 1 43 25 158 15 29
[ [4.3,8.12] [2.59, 8.9] [2.23,3.01] [1.7,2.98] [5.27,7.78] [2.56, 9.15] - [2.06, 3.61] [3.8,5.49] [2.88, 5.94] [2.62, 5] [2.83,5.78]
DO XtS 5.42 +£0.83 5.33+1.02 2.59 +0.25 2.34+0.25 6.33+1.05 6.1+1.27 2.54 2.89+0.37 454 +0.49 44 +0.7 3.68 + 0.69 418 +0.81
n 38 324 11 107 4 82 1 43 25 158 15 29
[1 [3.52, 6.55] [1.84,12.07] [1.62, 2.18] [1.02, 1.99] [5.04, 6.39] [3.49, 10.42] - [1.53, 2.67] [3.35, 5.01] [2.71, 6.65] [2.96, 4.63] [2.06, 6.73]
DIO XtS 543+0.9 5.07 £1.43 1.86 +0.25 1.57+0.22 5.71+0.95 6.4+1.61 2.38 1.97+0.28 457 £0.59 4.43 £0.85 3.62+0.51 3.75+£1.22
n 16 182 5 54 2 32 1 43 7 48 11 20
[1 [3.36, 5.18] [1.53, 8.07] [1.32,1.97] [1.1, 2.06] [3.6, 5.6] [3.18,8.77] - [1.3,2.29] [3.39, 4.15] [2.4, 4.99] [2.06, 3.87] [2.15, 5.23]
DIN X+S 417 +0.6 414 +1.03 1.67+0.25 15+0.22 46+141 5.59 + 1.46 1.94 1.71+£0.24 3.75+0.25 3.64 +0.64 3.04+0.55 3.23+0.88
n 16 182 5 54 2 32 1 43 7 48 11 20
[ [3.99, 6.56] [1.99, 10.78] [1.56, 2.11] [1.09, 2.05] [4.77, 5.49] [3.79, 10.29] - [151, 2.71] [3.64, 4.86] [2.46, 5.5] [2.62, 4.22] [2.69, 5.78]
DON XtS 5.12 £ 0.85 5.07 £1.37 1.88+0.23 1.64 +0.24 5.13+0.51 6.71+1.45 2.25 2.11+0.27 433+041 421 +0.68 3.54 + 0.55 3.92 £ 0.89
n 16 182 5) 54 2 32 1 43 7 48 11 20
[ [6.59,10.31]  [2.87,17.15] [2.98,3.73] [2.23,3.42] [7.94,11.13]  [6.22, 16.52] - [3.05, 4.22] [6, 7.85] [4.72,9.52] [4.76, 6.92] [4.29, 9.84]
DOF XtS 8.56 +1.23 8.41+2.13 3.39+0.31 2.98 +0.26 9.54 +2.26 10.77 £ 2.37 3.57 3.55+0.31 7.19 + 0.66 7.03+1.16 5.86 + 0.76 6.5+ 1.57
n 16 182 5 54 2 32 1 43 7 48 11 20
[ [19.53,30.91] [11.21,53.7] [11.08,14.19]  [8.52, 12.9] [24.06,32.2]  [19.52,50.2] - [10.49,16.3] [16.36,20.38] [11.12,24.7] [13.64,23.67] [13.45, 33.33]
CcpP XtS 25.93+3.7 25.31+6.31 12.63+1.14 10.56 +0.98 28.13+5.76 33.25+6.61 13.34 12.73+1.19 18.84 +1.27 18.85 + 2.87 18.54 + 3.37 20.9 £5.98
n 16 182 5 52 2 32 1 42 7 48 11 20
[ [10.79,17.87]  [6.23, 26.69] [6.86, 7.91] [4.61,7.48]  [12.84,17.98] [10.47,28.23] - [5.9, 8.35] [9.74,12.23]  [7.04,15.38]  [7.82,12.85] [1.8,18.25]
CM X+S 13.87 £2.08 13.61 +3.38 7.2+041 5.94 +0.55 15.41 + 3.63 18.06 + 4.02 147 7.13+0.59 11.19+0.98 11.12+1.89 10.11 +1.65 10.97 £3.74
n 16 182 5 52 2 32 1 42 7 48 11 20
[ [21.37,335] [11.32,56.88] [11.73,14.12] [8.38,12.55] [25.02,34.83]  [20.45, 56.4] - [10.87,15.89] [18.39,23.07] [12.49,28.44] [15.05,22.93] [14.22,37.97]
CT X+S  27.81+3.89 27.06 +6.78 1262+1 10.72 £0.77 29.92 +6.94 35.29 +7.35 14.45 1322 +1.19 21.14 +1.47 20.81 +3.23 18.63 +2.93 21.52 +6.26
n 16 182 5 54 2 32 1 41 7 48 11 20
[ [20.35,31.55]  [9.98,5551]  [11.19, 13.88] [8, 11.88] [23.26,34.08] [19.72, 53.67] - [10.87,15.1]  [18.8,2325]  [11.58,29.03] [13.96,22.11] [14.26, 31.96]
CF X+S 25.77 +3.16 25.48 + 6.55 1226 +1.11 10.51+0.86 28.67 + 7.65 33.3+7.05 13.77 12,51 +1.06 21.04 +1.77 20.52 +3.52 18.05+2.79 20.25+5.22
n 16 182 5 54 2 32 1 41 7 48 11 20
[1 [2.49, 5.85] [1.69, 13.04] [1.23, 2.11] [1.09, 2.28] [3.1,5.2] [1.35, 13.8] - [1.19, 2.82] [2.29, 3.94] [2,7.86] [1.97, 3.26] [1.9, 6.63]
DA XS 3.78+0.8 54+184 1.6 +£0.26 1.69 +0.23 451 +0.97 6.5+2.44 1.95 1.99+0.33 3.09 £ 0.38 439+1.16 2.62 +0.43 3.43+£1.37
n 37 324 11 106 4 82 1 43 25 158 11 21
[ [3.11, 6.75] [1.85, 17.99] [1.47, 2.47] [1.15, 2.73] [2.97,6.7] [2.07, 22.69] - [1.51, 2.74] [2.74, 4.98] [1.8,11.91] [2.06, 4.01] [1.99, 7.25]
DB X+S 4.38 £0.82 6.64 +2.87 2.09 £ 0.34 1.74 +0.25 549+1.72 8.05+3.92 2.20 2.12+0.32 3.64 £ 0.53 536 +2.14 3.05+0.54 3.65+1.57
n 37 324 11 106 4 82 1 43 25 158 11 21
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Figura 24: Gréficos de caixas do comprimento rostro-cloacal (CRC) dos individuos adultos machos e fémeas das espécies e linhagens
de Thoropa, com respectivos valores de F e P resultantes da ANOVA. Os machos foram analisados seguindo o critério de macho
adulto de Feio et al. (2006, "dedolV") e seguindo nosso critério de macho adulto (“artMF”). As siglas das linhagens seguem a Figura
2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018). O simbolo “**” indica que na presenca de valores anormais superiores, a
extremidade superior da barra é o maior valor dentro de 1,5 vezes o intervalo interquartil acima do percentil 75. O simbolo “*” indica
que na presenca de valores anormais inferiores, a extremidade inferior da barra é o menor valor dentro de 1,5 vezes o intervalo
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Figura 25: Graficos de caixas da razdo entre diametro do antebraco (DA) e comprimento rostro-cloacal (CRC) dos individuos adultos
machos e fémeas das espécies e linhagens de Thoropa, com respectivos valores de F e P resultantes da ANOVA. Os machos foram
analisados seguindo o critério de macho adulto de Feio et al. (2006, "dedolV") e seguindo nosso critério de macho adulto (“artMF”). As
siglas das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018). O simbolo “**” indica que na presenca
de valores anormais superiores, a extremidade superior da barra é o maior valor dentro de 1,5 vezes o intervalo interquartil acima do
percentil 75. O simbolo “*” indica que na presenca de valores anormais inferiores, a extremidade inferior da barra é o menor valor dentro
de 1,5 vezes o intervalo interquartil abaixo do percentil 25.
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Figura 26: Graficos de caixas da razdo entre diametro do braco (DB) e comprimento rostro-cloacal (CRC) dos individuos adultos
machos e fémeas das espécies e linhagens de Thoropa, com respectivos valores de F e P resultantes da ANOVA. Os machos foram
analisados seguindo o critério de macho adulto de Feio et al. (2006, "dedolV") e seguindo nosso critério de macho adulto
(“artMF”). As siglas das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018). O simbolo “**”
indica que na presenca de valores anormais superiores, a extremidade superior da barra € o maior valor dentro de 1,5 vezes o
intervalo interquartil acima do percentil 75. O simbolo “*” indica que na presenca de valores anormais inferiores, a extremidade
inferior da barra é o menor valor dentro de 1,5 vezes o intervalo interquartil abaixo do percentil 25.
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Figura 27: Gréficos de caixas da razdo entre diametro do timpano (DT) e comprimento da cabega (CC) dos individuos adultos machos
e fémeas das espécies e linhagens de Thoropa, com respectivos valores de F e P resultantes da ANOVA. Os machos foram analisados
seguindo o critério de macho adulto de Feio et al. (2006, "dedolV") e seguindo nosso critério de macho adulto (“artMF”). As siglas
das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018). O simbolo “**” indica que na presenca de
valores anormais superiores, a extremidade superior da barra € o maior valor dentro de 1,5 vezes o intervalo interquartil acima do
percentil 75. O simbolo “*” indica que na presenca de valores anormais inferiores, a extremidade inferior da barra € o menor valor
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Figura 28: Graficos de caixas da razdo entre diametro do timpano (DT) e diametro do olho (DO) dos individuos adultos machos e
fémeas das espécies e linhagens de Thoropa, com respectivos valores de F e P resultantes da ANOVA. Os machos foram analisados
seguindo o critério de macho adulto de Feio et al. (2006, "dedolV") e seguindo nosso critério de macho adulto (“artMF”). As siglas
das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018). O simbolo “**” indica que na presenca de
valores anormais superiores, a extremidade superior da barra € o maior valor dentro de 1,5 vezes o intervalo interquartil acima do
percentil 75. O simbolo “*” indica que na presenca de valores anormais inferiores, a extremidade inferior da barra € o menor valor
dentro de 1,5 vezes o intervalo interquartil abaixo do percentil 25.
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Figura 29: Graficos de caixas da quantidade de PEPs dos dedos IV da mao esquerda dos machos adultos das espécies e linhagens de
Thoropa do grupo miliaris, com respectivos valores de F e P resultantes da ANOVA. Os machos foram analisados seguindo o critério
de macho adulto de Feio et al. (2006, "dedolVV") e seguindo nosso critério de macho adulto (“artMF”). As siglas das linhagens seguem
a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018). O simbolo “**” indica que na presenca de valores anormais
superiores, a extremidade superior da barra é o maior valor dentro de 1,5 vezes o intervalo interquartil acima do percentil 75.. O
simbolo “*” indica que na presenca de valores anormais inferiores, a extremidade inferior da barra é o menor valor dentro de 1,5 vezes
o intervalo interquartil abaixo do percentil 25.
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Das espécies e linhagens analisadas, apenas Thoropa lutzi e a linhagem sax-1 nédo
mostraram uma inverséo entre a proporc¢éo de largura e o comprimento da cabeca contra o CRC
(Tabela 4, Figuras 30 e 31).

Tabela 4: Descricdo da variacdo do comprimento rostro-cloacal (CRC), largura da cabecga (LC) e comprimento da
cabega (CC) de individuos das seis espécies de Thoropa, sem distingdo de sexo e estagio de desenvolvimento, desde
que fossem metamorfoseados. A coluna “Desc.” refere-se as estatisticas descritivas (intervalo, média, desvio padréo, e
tamanho amostral), sendo que “[ ]” indica o intervalo (valor minimo e valor maximo) da amostra; “X” indica a média
da amostra; “S” indica o desvio padrdo da amostra; “n” indica o tamanho da amostra.

Medida  Desc. T. miliaris T. petropolitana T. taophora T. lutzi T. megatympanum T. saxatilis
[] [16.3,99.42] [11.08, 26.7] [19.39,101.7] [11.73, 30.03] [13.34, 63.26] [18.69, 56.57]
CRC XS 47.01+1248 19.64 +3.01 56.41+14.27 21.33+4.88 39.15+£8.52 37.23+£9.59
n 717 193 144 65 291 61
[1 [6.61, 43.8] [4.33,9.51] [7.23,42.61] [4.33,10.77] [5.41, 25.66] [7.49, 24.19]
LC X+S 19.37+548 7.21+£0.99 23.08+6.1 7.66+1.7 16.5 + 3.65 14.91 + 3.66
n 717 193 144 65 291 61
[] [6.79, 40.69] [4.35,9.62] [7.53,39.23] [4.31,11.27] [5.81, 23.86] [6.4, 23.89]
CcC X+S 1857+4.86 7.25+0.96 221955 7.87+1.73 15.21 +3.26 15.02+4.1
n 717 193 144 65 291 61
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Figura 30: Gréficos de dispersao e retas de regressao linear do comprimento rostro-cloacal (CRC), largura da cabeca
(LC, em vermelho) e comprimento da cabeca (CC, em azul) de individuos das espécies de Thoropa, com respectivas
equacoes das retas e os coeficientes de determinacéo (R?).
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Figura 31: Gréficos de dispersao e retas de regressao linear do comprimento rostro-cloacal (CRC), largura da cabeca
(LC, em vermelho) e comprimento da cabega (CC, em azul) de individuos das linhages de Thoropa do grupo miliaris,
com respectivas equacdes das retas e os coeficientes de determinagdo (R?). As siglas das linhagens seguem a Figura 2
da Introducéo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018).

De forma geral, as analises multivariadas (PCA e LDA) mostraram grande sobreposicao
morfométrica entre as amostras, tanto para fémeas quanto para machos adultos (Figuras 32 a
37). Nas analises de PCA por espécies notamos que 0 grupo petropolitana se distingue um
pouco do grupo miliaris. Especialmente nas analises de componentes principais (PCA),
encontramos bastante variacdo sobre quais seriam as varidveis que mais influenciam cada
componente (Tabela 5). Segundo os resultados das analises de discriminante (LDA), é possivel
discriminar a maior parte das espécies com alto poder de predi¢do (Tabela 6). Nessas analises,
o didmetro do timpano parece predizer a morfologia de Thoropa megatympanum e também da
linhagem mil-3 segundo nosso critério de adulto (Apéndice 8). O diametro dos olhos e o
comprimento das maos parecem predizer a morfologia do grupo petropolitana, que inclusive

agrupa-se nas duas analises de machos.



Tabela 5: Contribuigdo das variaveis (razGes) em cada um dos dois componentes principais (CP1 e CP2) em cada analise, por espécies e por linhagens,
considerando apenas fémeas adultas, apenas machos adultos segundo o critério da literatura (Feio et al. 2006) (“dedoIV”), e apenas machos adultos
segundo nosso critério de adulto (“artMF”). Os valores estéo classificados em escala de cinza, sendo os maiores valores mais escuros e 0s menos valores
mais claros. O denominador das varidveis é o comprimento rostro-cloacal (CRC), e os numeradores seguem as seguintes siglas: LC = largura da cabeca;
CC = comprimento da cabe¢a; DT = didmetro do timpano; DO = diametro do olho; DIO = distancia interorbital; DIN = distancia internasal; DON =
distancia entre o olho e a narina; DOF = distancia entre o olho e o focinho; CP = comprimento do pé; CM = comprimento da mao; CT = comprimento
da tibia; CF = comprimento do fémur; DA = didmetro do antebraco; DB = didametro do brago.

Fémeas Machos (dedolV) Machos (artMF)

Variavel Por espécies Por linhagens Por espécies Por linhagens Por espécies Por linhagens

CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2

LC/CRC -0.3868 -0.1725 -0.3741 -0.4189  -0.3901
CC/CRC -0.3925 @ -0.0164 -0.3113 -0.2370 -0.0445 -0.2593
DT/CRC -0.1845 0.0048 -0.2396 -0.2459
DO /CRC
DIO/CRC -0.3364
DIN/CRC -0.3576
DON/CRC -0.3873
DOF/CRC -0.2387 -0.3366
CP/CRC -0.1757 -0.5357 -0.3759 -0.3048
CM/CRC -0.1720 -0.2467 -0.3763 -0.1722
CT/CRC -0.2205 -0.4642 -0.3334 -0.3091
CF/CRC -0.1988 -0.4317 -0.3640 -0.1666

DA/CRC -0.2303 -0.0449 -0.1827 -0.3313 0.0071 -0.4628 -0.2881 -0.0741 -0.0721
DB/CRC -0.0734 -0.0103  -0.3116  -0.0418 -0.0374 -0.4777 -0.2836  -0.1415 -0.0923

-0.1042
-0.3258
-0.3097
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Tabela 6: Capacidade dos discriminantes lineares (LDA) de predizer (“predi¢do”,
em %) as fémeas e machos das espécies e linhagens, com respectivos tamanhos
amostrais (“n”). Os machos estdo separados segundo ambos os critérios de machos
adultos (“dedoIV” de Feio et al. 2006, e “artMF” desse estudo). As siglas das
linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al.

(2018).
Fémeas Machos (dedolV) Machos (artMF)

n predicdo n predicéo n predicéo
Espécie
T. lutzi 1 100% 41 85% 42 86%
T. megatympanum 7  85.71% 43 93.02% 49 89.80%
T. miliaris 16  100% 130 92% 176 90%
T. petropolitana 5 100% 51 84% 51 86%
T. saxatilis 11 90.91% 4 100.00% 20 70.00%
T. taophora 11 9091% 30 60.00% 35 51.43%
Linhagem
meg-1 3 100% 4 100% 4 100%
meg-2 2 100% 8 100% 8 100%
mil-1 1 100% 16 88% 20 65%
mil-2 1 100% 20 75% 28 57%
mil-3 1 100% - - 3 100%
mil-4 1 100% 17 71% 28 79%
mil-5 - - 1 100% 1 100%
sax-1 - - - - 1 100%
sax-2 7 100% 1 100% 6 100%
tao-1 1 100% 1 100% 1 100%
tao-2 5 100% 12 75% 13 85%
tao-3 - - 1 100% 2 100%
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Figura 32: Graficos das analises de componentes principais das fémeas adultas das espécies e
linhagens de Thoropa, considerando 14 varidveis morfométricas sem o efeito alométrico. As
siglas das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al.
(2018). O denominador das variaveis é o comprimento rostro-cloacal (CRC), e os numeradores
seguem as seguintes siglas: LC = largura da cabeca; CC = comprimento da cabeca; DT =
didmetro do timpano; DO = didmetro do olho; DIO = distancia interorbital; DIN = distancia
internasal; DON = distancia entre o olho e a narina; DOF = distancia entre o olho e o focinho;
CP = comprimento do pé; CM = comprimento da médo; CT = comprimento da tibia; CF =
comprimento do fémur; DA = didmetro do antebrago; DB = didmetro do braco.
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Figura 33: Gréficos das analises de componentes principais dos machos das espécies e linhagens
de Thoropa, segundo o critério de Feio et al. (2006) de machos adultos, considerando 14 varidveis
morfométricas sem o efeito alométrico. As siglas das linhagens seguem a Figura 2 da Introducédo
Geral, modificada de Sabbag et al. (2018). O denominador das variaveis é o comprimento rostro-
cloacal (CRC), e os numeradores seguem as seguintes siglas: LC = largura da cabeca; CC =
comprimento da cabeca; DT = didmetro do timpano; DO = didmetro do olho; DIO = distancia
interorbital; DIN = distancia internasal; DON = distancia entre o olho e a narina; DOF = distancia
entre o olho e o focinho; CP = comprimento do pé; CM = comprimento da mao; CT = comprimento
da tibia; CF = comprimento do fémur; DA = diametro do antebrago; DB = diametro do braco.
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Figura 34: Gréficos das analises de componentes principais dos machos das espécies e linhagens de
Thoropa, segundo nosso critério de machos adultos, considerando 14 variaveis morfométricas sem o
efeito alométrico. As siglas das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de
Sabbag et al. (2018). O denominador das variaveis € o comprimento rostro-cloacal (CRC), e os
numeradores seguem as seguintes siglas: LC = largura da cabe¢a; CC = comprimento da cabe¢a; DT
= didmetro do timpano; DO = diametro do olho; DIO = distancia interorbital; DIN = distancia
internasal; DON = distancia entre o olho e a narina; DOF = distancia entre o olho e o focinho; CP =
comprimento do pé; CM = comprimento da médo; CT = comprimento da tibia; CF = comprimento do
fémur; DA = didmetro do antebraco; DB = didmetro do brago.
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Figura 35: Gréaficos das analises de discriminante linear das fémeas adultas das
espécies e linhagens de Thoropa considerando 14 varidveis morfométricas sem o efeito
alométrico. As siglas das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada
de Sabbag et al. (2018). O denominador das varidveis é o comprimento rostro-cloacal
(CRC), e os numeradores seguem as seguintes siglas: LC = largura da cabeca; CC =
comprimento da cabega; DT = diametro do timpano; DO = didmetro do olho; DIO =
distancia interorbital; DIN = distancia internasal; DON = distancia entre o olho e a
narina; DOF = distancia entre o olho e o focinho; CP = comprimento do pé; CM =
comprimento da mao; CT = comprimento da tibia; CF = comprimento do fémur; DA =
didmetro do antebrago; DB = didmetro do brago.
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Figura 36: Graficos das andlises de discriminante linear dos machos adultos das
espécies e linhagens de Thoropa, segundo o critério de Feio et al. (2006) de machos
adultos, considerando 14 varidveis morfométricas sem o efeito alométrico. As siglas
das linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al.
(2018). O denominador das varidveis é o comprimento rostro-cloacal (CRC), e 0s
numeradores seguem as seguintes siglas: LC = largura da cabeca; CC = comprimento
da cabeca; DT = didmetro do timpano; DO = didmetro do olho; DIO = distancia
interorbital; DIN = distancia internasal; DON = distancia entre o olho e a narina; DOF
= distancia entre o olho e o focinho; CP = comprimento do pé; CM = comprimento da
mao; CT = comprimento da tibia; CF = comprimento do fémur; DA = diametro do
antebraco; DB = didametro do braco.
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Figura 37: Graficos das andlises de discriminante linear dos machos adultos das
espécies e linhagens de Thoropa, segundo nosso critério de machos adultos,
considerando 14 variaveis morfométricas sem o efeito alométrico. As siglas das
linhagens seguem a Figura 2 da Introducdo Geral, modificada de Sabbag et al. (2018).
O denominador das varidveis é o comprimento rostro-cloacal (CRC), e 0s numeradores
seguem as seguintes siglas: LC = largura da cabeca; CC = comprimento da cabeca; DT
= didmetro do timpano; DO = didametro do olho; DIO = distancia interorbital; DIN =
distancia internasal; DON = distancia entre o olho e a narina; DOF = distancia entre o
olho e o focinho; CP = comprimento do pé; CM = comprimento da mdo; CT =
comprimento da tibia; CF = comprimento do fémur; DA = diametro do antebraco; DB
= didmetro do brago.
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DISCUSSAO

Nesse estudo analisamos a morfologia geral externa das espécies de Thoropa, tanto para
verificar a consisténcia das diagnoses quanto para analisar se a morfologia de algumas das
espécies segue a diversidade genética conhecida. No geral, parece existir pouca variacdo
morfoldgica entre as espécies de Thoropa, o que parece refletir o uso de um mesmo tipo de
microambiente por todas as espécies do género. As diferencas morfoldgicas mais significativas
estdo entre o grupo miliaris e o0 grupo petropolitana, e entre as duas espécies do grupo

petropolitana.

Associacdo as linhagens

A analise do fragmento 16S-ARBR se mostrou uma ferramenta bastante efetiva para a
alocacdo de espécimes as linhagens descritas em Sabbag et al. (2018), sendo que algumas foram
validadas no capitulo 1 como possiveis espécies. Comparando com as informacdes moleculares
ja publicadas em Sabbag et al. (2018), nossa amostragem estendeu geograficamente as
localidades de simpatrias de linhagens dentro do grupo miliaris. Por exemplo, encontramos
muitas amostras de Thoropa miliaris na Cadeia do Espinhaco, que se agrupam principalmente
com a linhagem mil-2. Uma Gnica amostra de mil-1 que aparece na Cadeia do Espinhaco é uma
T. megatympanum de Caeté (MG) e € possivel que o agrupamento dela com a linhagem mil-1
decorra de um erro no protocolo molecular, algo que deveré ser verificado no futuro.

Também encontramos duas amostras de Thoropa taophora na Serra dos Orgaos,
inclusive sintdpicas as amostras de T. miliaris da linhagem mil-2. Isso ndo é surpreendente, ja
que a Serra dos Orgéos faz parte da Serra do Mar e déa continuidade a regido de ocorréncia de
T. taophora no estado de Sdo Paulo. A amostra Unica do leste do estado de Minas Gerais que
ndo pudemos alocar corretamente em T. miliaris ou T. taophora pode ser apenas uma incerteza
de posicionamento, sendo que uma analise filogenética com mais fragmentos mitocondriais

pode ajudar nessa questao.

Machos adultos e desenvolvimento das almofadas nupciais

Nossos resultados em geral confirmam a sequéncia ontogenética de surgimento das
PEPs encontrada em estudos anteriores (Bokermann 1965; Feio et al. 2006; Reboucas et al.
2017), porém com algumas diferengas. Para nos, o surgimento das PEPs no dedo 11 ocorre um
pouco antes do surgimento das PEPs na falange proximal do dedo Il, que por sua vez parece
ser concomitante ao surgimento das PEPs no dedo IV. Além disso, existe outro lugar que parece

ser o Ultimo no qual aparecerem PEPs, que é no metacarpo do dedo Il. Nos individuos que
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observamos isso, as PEPs do metacarpo séo bem menores do que as PEPs dos outros dedos, o
que sugere um aparecimento tardio (Figura 8h).

A andlise histoldgica dos testiculos mostrou que mesmo individuos sem nenhuma PEP,
que segundo Reboucas et al. (2017) devem ter menos de um ano de idade, possuem
espermatozoides plenamente desenvolvidos. Portanto, um macho de Thoropa (pelo menos de
T. taophora, T. miliaris e T. saxatilis) sem PEPs seria potencialmente capaz de se reproduzir.
Apesar disso, a presenca de espermatozoides nao indica sucesso reprodutivo, ainda mais para
um género conhecidamente territorialista (Bokermann 1965; Cocroft e Heyer 1988; Muralidhar
et al. 2014). Disputas territoriais e selecdo sexual da fémea sdo fatores igualmente importantes
para definir a capacidade reprodutiva de um macho. Porém, nossos resultados suportam que o
critério operacional de macho adulto em Thoropa (utilizado para identificar diferencas
interespecificas) deve ser repensado. Se um macho com algumas poucas PEPs ja é um macho

capaz de se reproduzir, ele deve ser considerado para a identificar espécies.

Morfologia externa de adultos e larvas

O grupo petropolitana foi definido por Sabbag et al. (2018) como possuindo espécies
com adultos menores, machos sem “espinhos” nos dedos Il e IV e larvas com “disco
abdominal” largo. Além dessas diferencas, esse grupo também se distingue das outras espécies
do género pelo padréo de desenho semelhante (Bokermann 1965) e pelo canto (Bokermann
1965; Nunes-de-Almeida et al. 2016a). Essas diferencas ja haviam sido apontadas por Feio
(2002). Acrescentamos a essas diferencas a presenca de fenda vocal (encontrada em ambas as
espécies), possivelmente a presenca de saco vocal (encontrada por enquanto apenas em
Thoropa petropolitana) e a posicao do espiraculo abaixo da expansdo dérmica posterolateral.
Caso esse grupo seja monofilético, nem todas essas caracteristicas possuem potencial de serem
sinapomorfias do grupo.

Um exemplo é quanto ao “disco abdominal” das larvas que aqui chamamos de expansao
dérmica posterolateral (sensu Dias 2018). A existéncia dessa expansédo néo ¢ exclusiva do grupo
petropolitana, mas nas espécies do grupo miliaris ela é mais estreita e em geral ocupa apenas
parte do corpo. Contudo, ndo acreditamos que essa expansao larga possa ser algo sinapomorfico
do grupo petropolitana (caso o grupo seja monofilético), pois essa caracteristica esta presente
também em larvas de Cycloramphus (Nunes-de-Almeida et al. 2016b, chamada de flap; Dias et
al. no prelo). Da mesma maneira, a posicao do espirdculo relativa & expansdo também pode ndo
ser uma provavel sinapomorfia, jA que parece estar presente em Cycloramphus lutzorum,

embora a expansdo dérmica de C. lutzorum néo seja completa como a do grupo petropolitana.
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O grupo petropolitana parece compartilhar algumas caracteristicas com uma ou outra
espécie do grupo miliaris. Um exemplo é o formato arredondado de algumas PEPs marginais
nas bocas de larvas do grupo petropolitana, que também ocorre em Thoropa miliaris (Dias
2018). Outro caso é o comprimento relativo dos dedos (dedo 1l menor do que o dedo I11) que
também ndo € exclusivo do grupo petropolitana, pois aparece em Thoropa saxatilis.
Curiosamente, T. saxatilis também pode apresentar a expansdo dérmica posterolateral quase
completa, como no grupo petropolitana.

Algumas caracteristicas que possuem potencial de serem sinapomorfias do grupo
petropolitana séo: a presenca de fenda vocal, o padrdo de desenho dorsal em forma de “X” e o
formato eliptico do focinho em vista lateral. Porém, algumas sdo caracteristicas subjetivas (0
padrdo de desenho dorsal em forma de “X” e o formato eliptico do focinho em vista lateral),
dificeis de quantificar e de investigar em termos de homologia primaria.

A diferenca no padrdo da nadadeira dorsal dos girinos de T. megatympanum em relacéo
aos girinos de outras espécies pode ser uma adaptacdo ao ambiente de T. megatympanum, que
sdo ambientes mais horizontais e com uma maior vazao de 4gua do que os ambientes ocupados
pelas outras espécies. Essa caracteristica de T. megatympanum (nadadeiras dorsais um pouco
mais largas e come¢ando mais préximas do corpo) pode conferir aos girinos resisténcia ao
maior fluxo de &gua, como suposto por Pezzuti et al. (2016) para algumas espécies de Scinax.

Algumas caracteristicas morfoldgicas ja eram conhecidas da literatura do género. Por
exemplo, a auséncia de fenda e saco vocal, que ja havia sido relatada para as espécies do grupo
miliaris (Heyer et al. 1990; Cocroft e Heyer 1988; Feio 2002). Da mesma forma, Cochran
(1954) sugere que em Thoropa petropolitana existam sacos vocais pareados, como

encontramos nesse estudo.

Morfometria de adultos

As regressoes lineares que fizemos, utilizando tanto jovens quanto fémeas e machos
adultos, para avaliar as diferencas nas taxas de crescimento da largura e do comprimento da
cabeca dos individuos, mostraram que apenas T. lutzi possui taxas sempre maiores para 0
crescimento do comprimento da cabega do que para o crescimento da largura da cabeca. Para
todas as outras espécies, em algum momento do desenvolvimento a largura da cabeca passa a
crescer mais rapido do que o comprimento da cabeca. As mesmas alteragfes sdo vistas para as
amostras do grupo miliaris que foram associadas a clados de Sabbag et al. (2018), embora para

alguns clados a quantidade de amostras seja baixa.
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Assim, cabeca “mais larga do que longa” ou “mais longa do que larga” para diferenciar
espécies congéneres sdo critérios que devem ser testados quanto ao desenvolvimento antes de
serem utilizados como caracteristicas diagnosticas. Para Thoropa, embora seja um padrédo
visivel, ndo sabemos o que influencia essa mudanca nas taxas de crescimento 6sseo. Para
algumas espécies de Leptodactylus, por exemplo, é conhecido que uma das maiores alteracbes
no formato do crénio durante o crescimento de individuos metamorfoseados ocorre na parte
posterior da cabe¢a, com o aumento na largura dos 0ssos da regido 6tica, e com o crescimento
e rotacio dos esquamosais para uma posicdo horizontal (Ponssa e Vera Candioti 2012). E
possivel que o mesmo ocorra em Thoropa e, nesse caso, 0 crescimento e rotacdo dos
esquamosais aumentariam a largura da cabega e consequentemente a inclinagdo do timpano.

O comprimento rostro-cloacal das espécies do grupo petropolitana € significativamente
menor, como esperado, ja que essa € uma das diferencas morfoldgicas do grupo em relacéo ao
grupo miliaris. O grupo petropolitana também nédo apresenta dimorfismo sexual acentuado na
espessura dos bragos em comparagdo com o dimorfismo sexual encontrado no grupo miliaris.

Tanto para Thoropa megatympanum quanto para T. saxatilis, 0 tamanho do timpano é
marcante, como salientado nas descricdes originais dessas espécies (Caramaschi e Sazima
1984; Cocroft e Heyer 1988). Thoropa miliaris possui uma grande variagcdo no didametro do
timpano, o que parece ser influenciado principalmente pelo diametro do timpano da linhagem
mil-3. A quantidade de PEPs presentes no dedo 1V esquerdo para as espécies e linhagens do
grupo miliaris mostrou uma intensa sobreposi¢do. Porém, a linhagem tao-1 apresentou
guantidades muito maiores de PEPs do que todas as outras linhagens. Essa ndo é, entretanto, a
linhagem possivel do individuo de maior quantidade de PEPs no dedo IV esquerdo (MZUSP
27133, 36 PEPs), que é também o maior individuo registrado para o género Thoropa (CRC =
101,70). Esse individuo € da llha dos Buzios, Ilhabela, SP, e a linhagem tao-1 é de Ubatuba
(SP) e Paraty (RJ). Porém, ndo possuimos DNA sequenciado dessa populacdo da Ilha dos
Buzios, de forma que ndo podemos ter mais certeza dessa inferéncia.

Embora a maioria das analises de variancia (ANOVA) feitas com os graficos de caixa
estejam indicando diferencas significativas, a sobreposi¢do entre as variaveis amostradas em
cada analise questiona o uso da maioria delas para fins de diagnose de espécies ou linhagens.
Assim como a ANOVA, os testes HSD de Tukey mostram que apenas os didmetros dos bracos
dos machos e os didmetros dos antebracos e bragos das fémeas néo diferem significativamente
entre as linhagens. O que deixa davidas é porque esses testes que fizemos sdo testes
paramétricos, que talvez ndo sejam adequados para nossos dados porque eles ndo se mostraram

normais e homocedasticos (Quinn e Keough 2002). Alem disso, mesmo que nossos resultados
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facam sentido com algumas hipdteses ja publicadas, alguns agrupamentos ficaram com
ndmeros amostrais extremamente baixos (principalmente quando analisados quanto as
linhagens), dificultando conclusbes sobre os padrdes morfométricos de algumas espécies e
linhagens.

De acordo com as analises multivariadas, o timpano pode, em alguns casos, ser um bom
critério para separar algumas espécies de Thoropa, ja que ele discrimina T. megatympanum e
T. saxatilis das outras espécies do género. Outro critério que parece discriminar bem as espécies
é o comprimento das méos, que parece definir o grupo petropolitana. No geral, entretanto, as
analises multivariadas refletem uma dificuldade consideravel de distinguir as espécies, com
excecdo do grupo petropolitana. Além disso, as espécies cujas predicdes da analise de
discriminante foram mais altas sdo as espécies com menor nimero amostral (fémeas separadas

por linhagens, por exemplo), o que diminui a confiabilidade dos resultados.

CONCLUSOES

Thoropa é um género com caracteristicas morfoldgicas bastante conservadas, porém é
possivel diferenciar morfologicamente dois grupos: o grupo petropolitana (T. lutzi e T.
petropolitana) e o grupo miliaris (T. miliaris, T. taophora, T. megatympanum e T. saxatilis). O
grupo petropolitana possui individuos de tamanhos menores, com auséncia de PEPs nos dedos
I11 e IV dos machos, com fenda vocal nos machos e larvas com expansdo dérmica posterolateral
larga e completa, espirdculo abaixo da expansdo dérmica posterolateral e sulco medial
incompleto na nadadeira ventral. As fémeas nesse grupo sdo um pouco maiores do que 0S
machos e 0 espessamento dos bracos e antebragcos dos machos em relacdo as fémeas é sutil. O
grupo miliaris possui espécies de tamanhos maiores, sem fendas nem sacos vocais, com PEPs
nos dedos Il e IV dos machos, larvas com expansdo dérmica posterolateral estreita ou ausente,
espiraculo na linha da expansdo dérmica posterolateral e sulco medial completo na nadadeira
ventral. Existe um dimorfismo sexual inverso ao dimorfismo do grupo petropolitana, sendo que
as fémeas sdo um pouco menores do que os machos e os bragos e antebragos delas séo
nitidamente mais finos. Dentro do grupo petropolitana, as espécies sdo facilmente separadas
pelas diferencas de tamanho, pelo tipo de PEPs nos dedos dos machos e pelo tubo cloacal e
pelo comprimento da nadadeira ventral das larvas. No grupo miliaris as espécies sdo mais
dificeis de serem diferenciadas, embora as larvas possuam algumas caracteristicas que podem
ser usadas para diagnose, como extensdo da expansdo dérmica posterolateral e nadadeira dorsal.

Né&o encontramos nenhuma distingdo entre as linhagens conhecidas de T. miliaris e T. taophora.
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Mas as linhagens internas de T. megatympanum e T. saxatilis apresentaram alguma variacéo
morfolégica nas larvas. O surgimento de PEPs é suficiente para identificar machos adultos e,
portanto, diagnoses baseadas em tamanho devem ser revistas. Com isso, concluimos que as

diagnoses especificas das espécies de Thoropa precisam ser revistas.
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CAPITULO 3

Designacéo do neotipo de Thoropa petropolitana (Wandolleck,
1907) (Anura: Cycloramphidae)

ABSTRACT

Thoropa is a genus with six valid species (T. lutzi, T. megatympanum, T. miliaris, T.
petropolitana, T. saxatilis and T. taophora). Two of those are considered as disappeared and
threatened (T. lutzi and T. petropolitana) and one as threatened (T. saxatilis). The holotype of
T. petropolitana was destroyed in 1945, and since then no new type specimen has been
designated. Our study designates a neotype for this species, with a redescription and taxonomic
comments. More studies on these threatened and disappeared species are necessary to improve

conservation decisions about them.
Keywords: threatened species, Atlantic forest, redescription, taxonomy.
RESUMO

Thoropa é um género com atualmente seis espécies validas (T. lutzi, T. megatympanum, T.
miliaris, T. petropolitana, T. saxatilis e T. taophora). Dessas, duas delas séo consideradas como
desaparecidas e ameacadas ((T. lutzi e T. petropolitana) e uma como ameacada (T. saxatilis).
O holdtipo de T. petropolitana foi destruido em 1945 e desde entdo nenhum novo exemplar-
tipo foi designado. Nosso estudo designa um nedtipo para essa espécie, com redescri¢do e
comentarios taxondmicos. S&0 necessarios mais estudos sobre essas espécies ameacadas e

desaparecidas para melhorar as decisdes de conservagao.
Palavras-chave: espécies ameacadas, Mata Atlantica, redescricédo, taxonomia.
INTRODUCAO

Thoropa Cope, 1865 é um género de anuros com seis espécies validas, cinco endémicas
da Mata Atlantica - T. lutzi Cochran, 1938, T. miliaris (Spix, 1824), T. petropolitana
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(Wandolleck, 1907), T. saxatilis Cocroft e Heyer, 1988 e T. taophora (Miranda-Ribeiro, 1923)
- e uma espécie de campo rupestre — T. megatympanum Caramaschi e Sazima, 1984. Sabbag et
al. (2018) separam o género em dois grupos morfoldgicos: grupo miliaris, com T.
megatympanum, Thoropa miliaris, T. saxatilis e T. taophora; e grupo petropolitana, com T.
lutzi e T. petropolitana. As espécies contidas no grupo miliaris apresentam adultos de médio a
grande porte para Anura e as do grupo petropolitana apresentam adultos de pequeno porte (Feio
2002). No grupo miliaris os machos possuem PEPs nos dedos I1, 111 e IV (numeracao dos dedos
segundo Fabrezi e Alberch 1996) e no grupo petropolitana as PEPs estdo concentradas apenas
no dedo Il (Feio 2002). As larvas do grupo miliaris possuem “disco abdominal” reduzido ou
inexistente, enquanto que as larvas do grupo petropolitana possuem “disco abdominal” largo
que passa a lateral do corpo (Feio 2002).

As duas espécies de Thoropa do grupo petropolitana nao sdo encontradas ha pelo menos
40 anos na maior parte das localidades em que eram conhecidas, sendo que T. petropolitana
n&o foi registrada em nenhuma outra localidade desde entdo (Sabbag et al. 2018). Por essa razdo
estdo em categorias de ameaca grave em listas internacionais, nacionais e estaduais (Pimenta et
al. 2005; Haddad 2008; Morais et al. 2012). Particularmente, T. petropolitana esta como
“vulneravel” na lista internacional (Carvalho-e-Silva e Peixoto 2004), “em perigo” na lista
nacional, “criticamente ameagada” na lista estadual do Espirito Santo e “em perigo” na lista
estadual do Rio de Janeiro (ICMBio 2018).

Thoropa petropolitana era conhecida por se distribuir principalmente na Serra dos
Orgéos, no estado Rio de Janeiro (ICMBio 2018), embora existam registros para o estado do
Espirito Santo, em Santa Teresa (Feio 2002) e no estado de Sao Paulo, em Paranapiacaba (Feio
2002; Rossa-Feres et al. 2011). No estado do Rio de Janeiro ocorria nos municipios de

Petropolis, Teresopolis, Nova Friburgo, Tingua e Mangaratiba (ICMBio 2018).

Histdrico taxondmico

A historia de Thoropa petropolitana comeca com Wandolleck (1907) que descreve
Hylodes petropolitanus através de quatro espécimes adultos (machos e fémeas), cinco larvas e
algumas desovas, todos originarios de Petrdpolis, coletados por Friedrich Ohaus em 1906, sob
0 namero de registro MKTD D 2037 (Obst 1977) (Figura 1). A espécie foi descrita no género
Hylodes Fitzinger, 1826 pela presenca das falanges terminais em “T”, caracteristica tipica do
gue se considerava Hylodes na época.

Pouco tempo depois, Hylodes petropolitanus Wandolleck, 1907 foi alocado ao género

Elosia Tschudi, 1838 por Boulenger (1909), sob a combinacéo Elosia petropolitanus. Dai em
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diante a histéria da espécie comeca a ser muito relacionada a historia de outras espécies do
género Thoropa.

Figura 1: Parte da Prancha 1 de Wandolleck (1907), Figuras 9 e 9a até 9f, com setas pretas indicando os desenhos
correspondentes ao que se considera atualmente como Thoropa petropolitana: (9) vista dorsal da mdo de um
macho; (9a) vista dorsal do corpo de um macho; (9b) vista interna da boca; (9c) desova; (9d) cabeca em vista
lateral de um macho; (9e) girino em vista lateral; (9f) girino em vista dorsal.

Miranda-Ribeiro (1923) considera que existem duas espécies: Ololigon miliaris (= Rana
miliaris Spix, 1824, espécie tipo de Thoropa Cope, 1865) e Ololigon abbreviatus, essa Ultima
com trés variedades (i.e., subespécies): taophora, petropolitanus e abbreviatus. Nesse trabalho
Miranda-Ribeiro (1923) considera como sinénimo de Ololigon miliaris a espécie Cystignathus
discolor Reinhardt e Litken, 1862 "1861", descrita para "Provindsen Minas Geraes i Naerheden
af Byen Juiz de Fora" (i.e., Juiz de Fora, Minas Gerais). Ololigon abbreviatus taophora
Miranda-Ribeiro, 1923 é a variedade descrita para a localidade de “Alto da Serra, S&do Paulo”
(Figura 2), que foi posteriormente restringida a “Paranapiacaba, S0 Paulo” por Bokermann
(1966). Nesse mesmo trabalho, Miranda-Ribeiro (1923) considera Hylodes petropolitanus
como uma variedade de Ololigon abbreviatus, incluindo-a na sinonimia de O. abbreviatus. E

Ololigon abbreviatus petropolitanus € a nova combinacdo para Hylodes petropolitanus. Em
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seguida, Miranda-Ribeiro (1926) sinonimiza Ololigon abbreviatus (e suas variedades) a O.

miliaris.

Figura 2: Prancha de Miranda-Ribeiro (1923), terceira pagina sem numeracao apds a pagina 846, com a legenda
“Ololigon abbreviatus (Spix.)”.

Posteriormente, Muller (1927) transfere Hylodes petropolitanus a Eleutherodactylus
Duméril e Bibron, 1841 sob a nova combinacdo Eleutherodactylus petropolitanus. E
paralelamente Noble (1927) transfere Hylodes petropolitanus a Borborocoetes Bell, 1843 sob
a combinacéo de Borborocoetes petropolitanus.

Witte (1930) descreve outra espécie, Hylodes brieni, com base em um exemplar (IRSNB
1024) de Itaeté na Bahia (Lang 1990). Cochran (1938) descreve Thoropa lutzi com base em um
Unico individuo (USNM 97622) do Recreio dos Bandeirantes, no sudoeste da cidade do Rio de
Janeiro (o entdo Distrito Federal).

Lutz (1947) transfere Hylodes petropolitanus ao género Thoropa sob a combinacédo de
Thoropa petropolitana e Lutz (1954) considera T. lutzi como sinénimo de T. miliaris. Cochran
(1955 "1954™) considera Borborocoetes e Thoropa como sindénimos do género Eupsophus
Fitzinger, 1843, usando as seguintes combinacdes: Eupsophus lutzi, E. miliaris e E.
petropolitanus. Neste mesmo trabalho considera Ololigon abbreviatus taophora, Eupsophus
fuliginosus Fitzinger, 1861 "1860" e Hylodes brieni como sinénimos de Rana miliaris.
Bokermann (1966) reconhece o género Thoropa novamente, com trés espécies: T. miliaris, T.
lutzi e T. petropolitanus.

Acredita-se que os tipos de Rana miliaris tenham sido perdidos na Segunda Guerra

Mundial (Hoogmoed e Gruber 1983) e que os tipos de Hylodes petropolitanus tenham sido
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queimados no bombardeio de Dresden, Alemanha (Obst 1977). Em substitui¢do ao hol6tipo de
Rana miliaris, existe um ne6tipo designado por Feio et al. (2006). Entretanto, para Thoropa
petropolitana isso ainda ndo foi feito. Assim, nosso objetivo no presente estudo € designar um
nedtipo para Hylodes petropolitanus (atualmente Thoropa petropolitana) e apresentar uma

redescri¢do da especie.

MATERIAL E METODOS

Espécimes

Para diagnosticar Thoropa petropolitana e compara-la com as outras espécies do género
examinamos material de colecGes zooldgicas através de visitas e empréstimos, sendo elas:
Colecdo de Anfibios Célio F. B. Haddad, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil; Colecdo Herpetoldgica
do Museu de Zoologia da USP, S&o Paulo, SP, Brasil; Colecdo do Prof. Dr. Miguel Trefault
Rodrigues, USP, S&o Paulo, SP, Brasil; Colecdo Herpetolégica do Museu Nacional (incluindo
a colecdo Adolfo Lutz), Rio de Janeiro, RJ, Brasil; Colecdo de Anfibios do Laboratorio de
Herpetologia da UFMG, Belo Horizonte, MG, Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu de
Ciéncias Naturais da PUC-MG, Belo Horizonte, MG, Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu
de Zoologia da UESC, Ilhéus, BA, Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu de Zoologia “Adao
José Cardoso” da UNICAMP, Campinas, SP, Brasil; Colecdo de Anfibios do Museu de
Zoologia Jodo Moojen da UFV, Vicosa, MG, Brasil; Colecdo de Anfibios da UFRRJ,
Seropédica, RJ, Brasil; Colecdo de Anfibios Eugenio Izecksohn da UFRRJ, Seropédica, RJ,
Brasil; Colecdo Herpetolégica do Departamento de Zoologia da UFRJ, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil; Colecéo de Herpetologia do Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUC-RS, Porto Alegre,
RS, Brasil; Colecao Zooldgica do Museu de Biologia Professor Mello Leitdo, Santa Teresa, ES,
Brasil; Colecdo Cientifica de Anfibios do Departamento de Zoologia e Botanica, UNESP, Séo
José do Rio Preto, SP, Brasil; Division of Amphibians and Reptiles, National Museum of
Natural History, Washington, DC, USA; Herpetology Collection, Museum of Zoology,
University of Michigan, Ann Arbor, MI, USA; Texas Natural History Collections, University
of Texas, Austin, TX, USA; Museum of Vertebrate Zoology, University of California,
Berkeley, CA, USA; Herpetology Collection, Museum of Comparative Zoology, Harvard
University, Cambridge, MA, USA; Amphibian and Reptile Collection, Field Museum of
Natural History, Chicago, IL, USA; Section of Herpetology, Carnegie Museum of Natural
History, Pittsburgh, PA, USA; Herpetology Collection, California Academy of Sciences, San
Francisco, CA, USA; Department of Herpetology, American Museum of Natural History, New
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York, NY, USA; Colecdo do Prof. Dr. Ariovaldo A. Giaretta, UFU, Uberlandia, MG, Brasil.
Como nédo pudemos visitar ou emprestar exemplares de colecdes europeias, obtivemos dos
curadores e gerentes dessas cole¢des fotos de Thoropa e seus sindbnimos, incluindo as colecdes:
Collection de Vertébrés, Institut Royal des Sciences Naturelles de Belgique, Bruxelles,
Belgique; Muséum National d’Histoire Naturelle, Sorbonne Universités, Paris, France;
Herpetologische Sammlung, Naturhistorisches Museum Wien, Wien, Osterreich; Zoologisk
Museum, Kgbenhavns Universitet, Kebenhavns, Danmark. Todas as abreviagdes institucionais
seguem Sabaj (2016). Os espécimes examinados de Thoropa petropolitana e os espécimes das
outras espécies de Thoropa utilizados para comparacdes estdo listados no Apéndice 6.
Fizemos duas tentativas de encontrar individuos de Thoropa petropolitana nos
arredores de Petropolis e Teresépolis, no estado do Rio de Janeiro (licencas de coleta ICMBIo
50280 e 55031). Procuramos em pareddes molhados e em cachoeiras da regido, mas néo

tivemos sucesso em nenhuma das tentativas.

Caracteres morfologicos

Analisamos 15 caracteres mensurais utilizando os métodos previamente descritos
(Duellman 2001) e redefinidos (Watters et al. 2016), com acréscimos de outras duas medidas
(diametro do antebraco e didametro do brago). Tomamos todas as medidas (em mm) a partir de
adultos, com o auxilio de um paquimetro digital Mitutoyo (precisdo de 0,01 mm). As medidas
sdo: comprimento rostro-cloacal (CRC, distancia em linha reta do focinho a cloaca, com o
exemplar o mais reto possivel); largura da cabeca (LC, linha reta no ponto mais largo da cabeca,
em geral na altura do angulo das mandibulas); comprimento da cabega (CC, linha reta do
focinho até a articulacdo do quadrado-jugal com o pterigdide na extremidade posterior da
mandibula); diametro do timpano (DT, maior didmetro do timpano, incluindo o anel timpanico,
medido preferencialmente do lado esquerdo); diametro do olho (DO, maior diametro do olho,
medido preferencialmente do lado esquerdo); distancia interorbital (DIO, menor distancia entre
os olhos); distancia internasal (DIN, a menor distancia entre as narinas, inserindo o paquimetro
na borda interna delas); distancia entre o olho e a narina (DON, da margem anterior do olho a
margem posterior da narina, medido preferencialmente do lado esquerdo); distancia do olho ao
focinho (DOF, da margem anterior do olho ao focinho, medido preferencialmente do lado
esquerdo); comprimento do pé (CP, da base proximal do tubérculo metatarsal interno até a
ponta do maior dedo, medido preferencialmente do lado esquerdo, o mais reto possivel);
comprimento da méo (CM, da base proximal do tubérculo metacarpal interno até a ponta do

maior dedo, medido preferencialmente do lado esquerdo, o mais reto possivel); comprimento
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da tibia (CT, do joelho até o calcanhar, medido prefencialmente do lado esquerdo);
comprimento do fémur (CF, da cloaca até o joelho, medido prefencialmente do lado esquerdo
e ventralmente); diametro do antebraco (DA, com o paquimetro rente a articulagdo do
cotovelo); diametro do braco (DB, com o paquimetro rente a insercdo do braco no corpo).
Utilizamos a numeracao dos dedos de Il a V (sensu Fabrezi e Alberch 1996). Os machos foram
identificados pela presenga de almofadas nupciais (nuptial pads), que em Thoropa
petropolitana sao do tipo “PEPs com formato de espinho” (spine-shaped papillary, sensu Luna
et al. 2018) localizadas nos dedos Il das méos. Elas sdo, em geral, cobertas por um estrato
cdrneo queratinizado com coloragdo que varia entre o marrom claro e o preto (Luna et al. 2018).
As fémeas foram identificadas pela presenca de 6vulos ou ovocitos na cavidade abdominal
(visto por fora, sem dissecar o exemplar, ou por dentro se 0 exemplar ja estava aberto). Quando
um individuo possuia um tamanho semelhante ao tamanho dos machos, porém ndo possuia
PEPs e também ndo era possivel ver 6vulos ou ovocitos, consideramos como “possivel fémea”;
neste caso ndo é possivel ter certeza, pois pode tratar-se de um macho jovem sem PEPs.

A descricdo da morfologia externa do girino é baseada em um girino entre os estagios
39 e 40 (sensu Gosner 1960). A terminologia que utilizamos seguiu McDiarmid e Altig (1999)
e as caracteristicas morfoldgicas das larvas de Thoropa seguiram Dias (2018).

Fotografamos o exemplar adulto escolhido para ne6tipo e outros exemplares e estruturas
com uma camera “Axiocam 506 color” acoplada a um estereomicroscopio Zeiss Discovery

V.20. As descricOes de padrdes de cores de Thoropa petropolitana baseiam-se em Feio (2002).

RESULTADOS

Descricao do nedtipo de Thoropa petropolitana (Wandolleck, 1907)

Thoropa petropolitana (Wandolleck, 1907)

Hylodes petropolitanus Wandolleck, 1907

Ololigon abbreviatus petropolitana (Miranda-Ribeiro 1923)
Ololigon abbreviatus petropolitana (Miranda-Ribeiro 1926)
Borborocoetes petropolitanus (Noble 1927)
Eleutherodactylus petropolitanus (Muller 1927)

Hylodes petropolitanus (Lutz 1929)

Thoropa petropolitana (Lutz 1947)

Eupsophus petropolitanus (Cochran 1955 "1954")
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Thoropa petropolitana (Bokermann 1966)

Sintipos: quatro exemplares adultos (incluindo machos e fémeas), cinco larvas e duas desovas
(MKTD D 2037), coletados em Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil, supostamente queimados no
bombardeio de Dresden em 13 de fevereiro de 1945 (Obst 1977).

Nedtipo: macho adulto (MNRJ 23344) coletado em 19 de julho de 1955, na “Estrada Nova
para Paty do Alferes”, municipio de Petropolis, estado do Rio de Janeiro, Brasil (Figuras 3, 4 e
5).

Diagnose: Thoropa petropolitana é diagnosticada de seus congéneros pela seguinte
combinacdo de caracteres (a) espécie de tamanho pequeno para o género (CRC = 14,21 - 22,87
mm nos machos; CRC = 16,09 — 26,70 mm nas fémeas; (b) fenda vocal; (c) sacos vocais
pareados; (b) tamanho do corpo das fémeas adultas em média maior do que o dos machos
adultos; (c) PEPs localizadas apenas no dedo I, sobre a articulacéo entre a falange proximal e
0 metacarpo, com até 21 PEPs; (d) girinos com expansao de pele em torno do abdémen, em
forma de “saia”; (e) girinos com nadadeira ventral formando um sulco medial na porc¢éo final;
(f) girinos com tubo anal preso a nadadeira ventral e a expansdo de pele; (g) girinos com

desenho dorsal da cauda com uma sucesséo de losangos claros.

Figura 3: Vista dorsal do corpo do nedtipo aqui proposto para Thoropa petropolitana: MNRJ 23344, macho
adulto, coletado na “Estrada Nova para Paty do Alferes”, municipio de Petrépolis, estado do Rio de Janeiro, em
19 de julho de 1955.

Descrigdo do nedtipo: Corpo pequeno para 0 género; cabega pouco mais larga que longa (4,66

% do CRC); focinho acuminado em vistas dorsal e lateral; narinas laterais, localizadas préximas
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a extremidade do focinho; distancia internasal 12,24 % da distancia interorbital; canthus
rostralis concavo; regido loreal obliqua; olhos com sua margem posterior sem contato com a
margem anterior do anel timpanico; menisco ocular ausente; membrana palpebral ndo
reticulada; didametro do olho 44,84 % da distancia interorbital; timpano visivel e arredondado;
anel timpanico visivel; membrana supratimpanica visivel, circundando o timpano a partir da
margem posterior do olho até a borda anterior da insercdo do bragco no corpo, mas passando
levemente por cima do anel timpéanico na margem posterior-superior; lingua oval,
anteriormente presa, lateralmente e posteriormente livre; processos dentigeros dos vomeres
presentes, transversais, descontinuos, posicionados entre as coanas; coanas largas e elipticas,
amplamente separadas; fendas vocais presentes; saco vocal presente. Em vista ventral, prega
discoidal evidente. Presenca de um processo denteado unico e anterior na mandibula, com uma
fosseta maxilar Unica na maxila superior, onde o processo denteado da mandibula se encaixa.

Membro anterior esguio, ndo hipertrofiado, sem diferenca clara entre o diametro do
braco e antebrago; dedos longos e esguios, extremidades ligeiramente dilatadas; dedos na
seguinte ordem de comprimento Il < Il <V < IV ou Il < lll = V < IV; auséncia de membranas
interdigitais; tubérculos subarticulares simples e arredondados, pouco evidenciados; tubérculos
supranumerarios ndo visiveis; calos metacarpais interno e externo ovais; almofada nupcial
apenas no dedo Il da méo, localizada aproximadamente em cima da articulagdo, entre a falange
proximal e o metacarpo; PEPs da almofada nupcial em tom marrom escuro (ou negro) no apice
e tons mais claros até a base, sendo 12 PEPs na mao direita e 11 PEPSs na mao esquerda.

Membro posterior longo e esguio; comprimento da tibia igual a 55,92 % do CRC;
artelhos longos e esguios, com extremidades ligeiramente dilatadas; artelhos na seguinte ordem
de comprimento: | < Il <V < Il < IV; auséncia de membranas interdigitais; tubérculos
subarticulares simples e arredondados, pouco evidenciados; calo metatarsal interno oval; calo
metatarsal externo redondo e evidente.

Pele da regido dorsal pouco rugosa na parte central, com as rugosidades aumentando
conforme se aproxima das laterais; superficie dorsal da palpebra apresentando alguma
rugosidade; regido dorsal dos membros com um pouco de rugosidade; regido lateral com
rugosidade, aparentando serem glandulas verrucosas dispersas e pouco evidentes; a pele da

regido ventral do corpo, gula, peito e dos membros é lisa.
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Figura 4: Nedtipo aqui proposto para Thoropa petropolitana (MNRJ 23344). (a) Vista dorsal da cabega; (b) vista
ventral da cabeca; (c) vista lateral da cabega; (d) vista ventral do pé esquerdo; (e) vista dorsal da mao esquerda; (f)
vista ventral da méo esquerda.



145

Figura 5: Detalhe da almofada nupcial do dedo Il esquerdo do
exemplar MNRJ 23344, ne6tipo aqui proposto para Thoropa
petropolitana, mostrando coloragdo marrom do estrato cdrneo
queratinizado, formando PEPs em formato de espinhos.

Medidas do nedtipo (em mm): CRC = 18,56; LC = 6,96; CC = 6,65; DT = 1,33; DO = 2,39;
DIO =1,65; DIN =1,47; DON = 2,04; DOF = 3,13; CP = 10,08; CM = 6,29; CT = 10,38; CF
=9,28; DA =1,55; DB =1,44.

Coloragéo em vida

Como ndo € possivel descrever a coloracdo em vida do neétipo, a descricdo aqui € feita
a partir de outros exemplares. A coloracdo em vida foi primeiramente descrita por Wandolleck
(1907), sendo caracterizada por: cor basica da parte dorsal cinza-azulado escuro nos jovens e
nos exemplares mais velhos ela fica mais fraca das laterais para a regido central do dorso,
marmorada de amarelo-acinzentado; faixa ampla cruzando horizontalmente sobre os olhos,
conectada a uma listra longitudinal até o meio das costas; labio superior com quatro faixas
claras obliquas saindo dos olhos; timpano amarelo-acinzentado, com o mesmo tom do
marmorado e maculado das laterais do corpo; a parte dorsal das extremidades dos membros
locomotores alterna entre cinza-amarelado e azul-acinzentado, exceto nas falanges; parte
ventral do corpo quase totalmente amarelo-esbranquicada, sendo que maéculas marrons
irregulares podem existir na cintura peitoral, na lateral e mais frequentemente nas coxas.
Adicionalmente, Bokermann (1965) diz também que os exemplares vivos apresentam manchas
negras pouco definidas em um fundo esverdeado.

Baseado em um diapositivo de um exemplar vivo fotografado por Eugénio Izecksohn

(Figura 6), foi possivel fazer uma descrigdo de coloracdo em vida. O exemplar provavelmente
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esta registrado como EI 9474 e foi coletado em 21 de outubro de 1977, nas proximidades do
Rio Soberbo, no Parque Estadual da Serra dos Orgdos, provavelmente no municipio de
Guapimirim, RJ. O dorso apresenta uma cor marrom-amarelada clara, com maculas irregulares
cinza-amarronzadas dispersas; o focinho é marrom um pouco mais escuro que a cor de fundo
do dorso; a pélpebra é esbranquicada; entre as palpebras ha uma faixa branca, que delimita a
base de uma grande mancha marrom escuro triangular que segue até o meio da regido dorsal,
onde duas manchas marrom-escuro bifurcam lateralmente, deixando evidenciado entre elas
uma regido esbranquicada; a prega supra-timpanica € marrom um pouco mais escuro que a cor
de fundo do dorso; no terco final do dorso hd uma mancha marrom escuro grande; os membros
possuem barras transversais bem definidas em marrom escuro.

ugénid"lz‘.eqﬁs'ohn
t.{ 'V gty % 0,

Al ' .."_."(“"\
Figura 6: Unica fotografia conhecida de Thoropa
petropolitana em vida. Foto de Eugénio Izecksohn.

Coloracéo em alcool

Fixado, o nedtipo (MNRJ 23344) esta com o fundo amarelo bem claro, com a mancha
grande e triangular entre as palpebras em um tom marrom-claro que da inicio a um formato em
“X” que vai até o meio das costas, também marrom-claro; o dorso ainda fica com méculas
irregulares marrom-claras e dispersas; o focinho € marrom-claro; a palpebra é esbranquicada,
com prega supra-timpanica marrom-claro. No terc¢o final do dorso, a mancha é marrom-claro e
as barras transversais dos membros também sdo marrom-claro. Todas as regides ventrais séo

esbranquicadas.

Sinonimia de Eupsophus fuliginosus a Thoropa petropolitana

Eupsophus fuliginosus foi sinonimizado a Eupsophus miliaris (Cochran 1955 "1954").
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Porém, Cocroft e Heyer (1988) consideram que € mais provavel que essa espécie seja T.
petropolitana, pela localidade de coleta, tamanho do adulto, padrdo de desenho dorsal,
comprimento relativo dos dedos Il e 11l e expansdo da ponta dos dedos. Mas ndo puderam
afirmar isso pela auséncia de PEPs (obtiveram informacfes do Museu de Histdria Natural de
Viena de que o exemplar com certeza € macho) e pelo padréo de desenho da parte posterior das
coxas. Através de fotos do hol6tipo cedidas por Georg Gassner do NHMW (Museu de Histdria
Natural de Viena), supomos que é realmente possivel que o exemplar seja de Thoropa
petropolitana pelo padrdo dorsal de desenho (em formato de “X”) e pela presenca da prega
discoidal bem marcada, mais dificil de ver em juvenis das outras espécies. Pelo tamanho do
exemplar (mais de 20 mm, aproximadamente 23 mm segundo Cochran 1955 "1954"), pela
auséncia de PEPs e por uma informacdo do autor da espécie (dizendo que o exemplar é uma
fémea), os curadores do NHMW nos informaram que se trata de uma fémea (Figura 7). Assim,

é possivel que E. fuliginosus Fitzinger, 1861 "1860" seja sinbnimo sénior de T. petropolitana.

10 mm ==

Figura 7: Fotografias do hol6tipo de Eupsophus fuliginosus (NHMW 15847) cedidas pelo Museu de Histdria
Natural de Viena.
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Historia natural

As primeiras informac6es sobre histdria natural de Thoropa petropolitana sédo dadas na
prépria descricdo de Wandolleck (1907), como uma transcricdo da comunicacao pessoal dada
pelo coletor Friedrich Ohaus. Segundo F. Ohaus, a espécie vive em paredes de granito com uma
agua corrente mais ou menos rapida; se alimentam de insetos que aparecem ou vivem ali; as
desovas sdo relativamente grandes e séo presas sob partes de rochas protuberantes ou entre
musgos e hepaticas, de forma a ficarem sempre em contato com a agua; as larvas vivem nas
paredes de rocha e possuem um disco de suc¢do na raiz da cauda ou uma almofada de succéo
na barriga, com as quais deslizam sobre as pedras e se movimentam muito rapidamente na
corrente de &gua, mostrando resiliéncia e capacidade de voltar a &gua; sdo camufladas com as
rochas (Wandolleck 1907).

Bokermann (1965) diz que a “copula” nunca foi observada e que o fundo esverdeado da
pele do dorso dos animais parecia auxiliar no mimetismo com as algas e limo das rochas. Para
0 autor, os machos da espécie ndo sao territorialistas como T. miliaris e cantam junto de muitos
outros machos, fémeas e jovens (Bokermann 1965).

Heyer e Crombie (1979) descrevem a sequéncia do comportamento reprodutivo,
desenvolvimento dos embrifes na desova, territorialidade e predagéo, inclusive com algumas
comparagdes com Thoropa miliaris. Cocroft e Heyer (1988) comentam sobre territorialidade

da espécie, comparando com outras do género.

Canto

Segundo Friedrich Ohaus, a espécie canta como um “pequeno papagaio” (Wandolleck
1907). Bokermann (1965) descreve o canto de Thoropa petropolitana como possuindo uma
nota Unica curta e uniforme, com uma dominancia leve entre 1500 a 4500 ciclos, com duracao
de menos de um décimo de segundo. Segundo esse autor, ela pareceria com um estalido repetido
a intervalos irregulares que podem variar entre 5 a pouco mais de 10 segundos. Para Lutz
(1954), o canto é um estalado. Em um trabalho recente, o canto de Thoropa petropolitana foi
redescrito juntamente com o canto de outras quatro espécies do género e de uma possivel nova

espécie, com comparagGes morfométricas (Nunes-de-Almeida et al. 2016).

Variagdo

O comprimento rostro-cloacal dos machos de Thoropa petropolitana varia entre 14,21
e 22,87 mm (n = 184) e o de fémeas varia entre 19,28 e 26,40 mm (n = 11) (Capitulo 2, Tabela
2).
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Nos machos adultos encontramos uma reentrancia da pele do assoalho bucal, de cada lado da
lingua, entre a borda lateral da lingua e a maxila inferior (Figura 8). Essas reentrancias parecem
ser aberturas de sacos vocais laterais, segundo a definicdo de Elias-Costa et al. (2017),

separados pelo masculo genidideo (Figura 9).

Figura 8: Vista da cavidade bucal de um exemplar
macho de Thoropa petropolitana (EI 2586),
mostrando as fendas vocais no assoalho da boca (setas
pretas).

Figura 9: Cabeca em vista ventral de um exemplar macho de
Thoropa petropolitana (ElI 2586), mostrando 0s sacos vocais
duplos e laterais (setas pretas) separados pelo musculo genioiddeo
ao centro.
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Na maioria dos individuos analisados, os tubérculos subarticulares das méos e dos pés
sdo dificeis de serem vistos. No entanto, com o uso de um pouco de lugol vemos que
aparentemente estao localizados abaixo de todas as articulacdes dos dedos e artelhos. Da mesma
forma, em alguns individuos é particularmente dificil ver os tubérculos metacarpais e o
tubérculo metatarsal interno.

Entre um individuo e outro, as PEPs variam de tamanho, posic¢éo, formato especifico e
nivel de queratinizacdo do estrato corneo. Particularmente sobre a coloracdo escura do estrato
cérneo, encontramos sete individuos com PEPs completamente brancas em alguma das maos
(por exemplo: MNRJ 24152, EI 9483). Outros apresentam uma combinacdo de PEPs escuras
com PEPs brancas ou tons marrons claros (Figura 5). Alguns machos apresentaram PEPs em
outros locais da méo, além da articulacdo metacarpal-falangeal. Um deles ¢ USNM 2086009,
que possui uma PEP na falange distal do dedo Il da mao direita. Outro é o USNM 208610, com
duas PEPs na falange distal do dedo Il direito e uma na falange distal do dedo Il esquerdo e
uma PEP em cada tubérculo metacarpal interno (na méo direita e na méo esquerda). A
quantidade de PEPs entre os individuos varia entre 0 e 21 na mao direita e 0 € 17 na méo
esquerda. Entretanto, € possivel que existam exemplares com mais PEPs, porque quando as
PEPs estavam completamente brancas, tinhamos dificuldade em saber o nimero exato delas
pela dificuldade de conté-las.

Existe variacdo nos tamanhos dos dedos e artelhos entre os individuos. Nas maos
notamos que o dedo 11 pode ser menor ou aproximadamente igual ao dedo V. Nos pés, o artelho

V é menor ou aproximadamente igual ao artelho I11.

Larvas

Em vista dorsal, o corpo dos girinos € oval, com o focinho eliptico (Figura 10). Em vista
lateral, o corpo é eliptico e deprimido e o focinho também ¢é eliptico (Figura 10). Os olhos sédo
dorsais e direcionados anterolateralmente. As narinas sdo redondas, dorsais e também
direcionadas anterolateralmente, com um aro marginal e sem projecdo carnosa na margem
sagital.

O espiraculo é sinistro, tubular e lateral, posicionado ventralmente a linha medial do
corpo, direcionado posterolateralmente em vista dorsal e dorsalmente em vista lateral. O
espiraculo € um orificio na parede abdominal do lado esquerdo, sendo que o corpo forma a
parede interna do tubo. Possuem uma expansdo dérmica posterolateral (Dias 2018) circundando

todo o ventre, como uma “saia”. O espiraculo posiciona-se abaixo dessa expansdo dérmica
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(Figura 10).

O tubo cloacal é medial, curto, preso dorsalmente na cauda e ventralmente na expansao
dérmica, formando uma indentacdo medial na parede ventral do tubo. Os musculos caudais ndo
alcancam a ponta da cauda. A nadadeira dorsal é curta, reta e inicia-se na metade da cauda; a
nadadeira ventral também se inicia ap6s o comego da cauda, sendo modificada em um sulco
medial no final. A linha lateral ndo é visivel.

O disco oral € ventral, grande, sem emarginac@es e circundado por uma fileira Gnica de
PEPs marginais arredondadas ou conicas. Possuem poucas PEPs supranumerarias no assoalho
e no teto da boca (Dias 2018). Labio superior com um grande diastema (Dias 2018). Férmula
dentéria: 2/3(1). Bico corneo presente, serrilhado, as duas pecas sdo comprimidas lateralmente

formando um “U”, completamente queratinizadas.
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Figura 10: Girinos de Thoropa petropolitana. (a) Vista dorsal do espécime inteiro, MNRJ 25709, Petr6polis, RJ;
(b) vista lateral do corpo, MNRJ 25709, Petropolis, RJ; (c) vista ventral do espécime inteiro, MNRJ 25709,
Petrépolis, RJ; (d) vista lateral do corpo, MZUSP 80015, Teres6polis, RJ; (e) vista ventral do espécime inteiro,
MZUSP 80015, Teresépolis, RJ; (f) parede ventral do tubo cloacal, mostrando a indentagdo medial, MNRJ 25709,
Petrépolis, RJ.
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Distribuicdo geogréafica

Os registros de Thoropa petropolitana conhecidos sdo principalmente para a regido
serrana do estado do Rio de Janeiro. Mantivemos os nomes das localidades como registradas,
sem fazer alteracGes e correcdes de localidades, mas corrigindo ortografia e abreviando o que
parece ser a unidade federativa da unido. Traduzimos os registros de colegbes do exterior
tentando ndo alterar o significado. A sigla “DF” € para o entdo Distrito Federal, atualmente
parte do municipio do Rio de Janeiro. S&o eles: Parque Nacional da Serra dos Orgdos, RJ; Alto
do Soberbo, Teresopolis, RJ; Nova Friburgo, RJ; Petrdpolis, RJ; Paineiras, Serra Carioca, DF;
Corcovado, Paineiras, DF; Tijuca, DF; Sumaré, DF; Independéncia, RJ; Recreio dos
Bandeirantes, DF; Guapi, Teresopolis, RJ; Pareddes de gnaisse na gruta S. Lourenco e estrada
real D. Affonso Henriques, no Parque Nacional Serra dos Orgdos, Teresopolis; 57 km do Rio
de Janeiro, Petropolis, RJ; Alto Teresopolis, RJ; Tingua, RJ; Alto da Serra de Cubatdo ou
Paranapiacaba, SP; Xerém, RJ; Estrada Nova para Paty do Alferes, Petrdpolis, RJ; Granja
Comari (ou Cumary), Teresopolis, RJ; Parque Nacional da Serra dos Orgéos, Teresopolis, RJ;
Parque Nacional da Serra dos Orgdos, pareddo abrigo 2; Lage exposta entre abrigos 1 e 2 no
Parque Nacional da Serra dos Orgéos, Teresopolis, RJ; Parque Nacional da Serra dos Orgaos,
Magé, RJ; Estrada Rio-Petropolis; Serra dos Orgdos, Magé, RJ; Km 45 Estrada do Center,
Petropolis, RJ; Teresopolis, RJ; Alto Soberbo, Rodovia Rio-Teresopolis, Magé, RJ;
Independéncia, Petrépolis, RJ; Petropolis, 30 milhas Norte do Rio de Janeiro, RJ; Friburgo;
Rodovia Rio-Petropolis, 57 km do Rio de Janeiro, RJ; Beira da rodovia entre Rio de Janeiro e
Teresopolis, RJ; Parque Teresopolis, 124 km Nordeste Rio de Janeiro, RJ; Cerca de 5 km
Nordeste Alto do Soberbo, Vale da Revolta, Teresopolis, RJ; Serra de Petropolis, RJ;
Proximidades da borda Sudeste, Teresopolis, RJ; Cerca de 4 km nordeste do Alto do Soberbo,
Teresopolis, RJ; Parque Nacional da Serra dos Orgdos, 1500 m de altitude, Teresopolis; Rio
Jurug, AM; Santa Teresa, ES.

O registro mais antigo da espécie € o da coleta de 1906, descrita por Wandolleck (1907)
(MKTD D 2037). O registro mais recente € de 1982, coletado por A. L. Peruchii e E. Izecksohn
e tombado no Museu Nacional (MNRJ 61403-61404).

DISCUSSAO

Nesse estudo, propusemos um nedtipo para Thoropa petropolitana, descrita por

Wandolleck (1907), em razéo dos sintipos da espécie terem sido possivelmente destruidos no
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bombardeio de Dresden de 1945 (Obst 1977). Também compilamos as informacdes sobre a
espécie disponiveis na literatura, bem como fizemos compara¢Ges com as outras espécies
conhecidas para o0 género Thoropa.

Thoropa petropolitana foi agrupada formalmente com T. lutzi no grupo petropolitana
por Sabbag et al. (2018), mas as semelhancas entre as duas espécies foram citadas em estudos
anteriores (Bokermann 1965; Caramaschi e Sazima 1984; Nunes-de-Almeida et al. 2016).
Dentre as caracteristicas de semelhanca podemos citar o pequeno porte para 0 género, ndo
possuirem “espinhos” nos dedos IlI, IV e V e possuirem larvas com disco abdominal largo
(Sabbag et al. 2018). Pode-se ainda acrescentar semelhancas no desenho dorsal (em formato de
“X”, Bokermann 1965) e no sulco medial da cauda dos girinos como iniciando no meio ou no
final da cauda (Dias et al. no prelo). Em termos de comportamento reprodutivo as duas espécies
ja foram também consideradas semelhantes por terem machos nao territorialistas (Bokermann
1965), mas um estudo posterior mostrou que os machos de T. petropolitana sdo solitéarios e
defendem territério (Heyer e Crombie 1979).

Embora morfologicamente Thoropa petropolitana seja mais semelhante a T. lutzi dentro
do género (Sabbag et al. 2018), o padrdo de PEPs nas almofadas nupciais de T. petropolitana
assemelha-se mais as PEPs de T. do grupo miliaris, em termos de formato, tamanho, padréo de
dispersdo local e localizagdo no dedo Il (na articulacdo metacarpal-falangeal). Uma excecéo
para isso é a coloragdo das PEPs. A maioria dos exemplares de cole¢cdo de Thoropa
petropolitana e T. lutzi possui as PEPs com cores mais claras que o preto, em geral entre marrom
escuro e marrom claro. Pelo fato de a maioria desses exemplares das duas espécies ser resultado
de coletas antigas, pensamos que essa coloragdo mais clara seja resultado da perda normal de
coloracdo de material fixado e conservado ha muitos anos. Porém, essa perda de coloragdo no
estrato corneo pode estar relacionada aos indices de testosterona e possivelmente a estacédo
reprodutiva (Luna et al. 2018), de modo que exemplares coletados fora da estacdo reprodutiva
apresentariam PEPs com perda de coloracdo e até mesmo PEPs brancas (como é o caso de
alguns exemplares que encontramos).

Outro problema que parece ser devido a fixag¢do antiga (e também ao tamanho diminuto
dos exemplares) é a dificuldade de ver os tubérculos subarticulares, tubérculos metacarpais e 0
tubérculo metatarsal interno.

As reentrancias que individuos de T. petropolitana possuem no assoalho da boca
parecem ser fendas vocais laterais pareadas, que abrem para sacos vocais laterais pareados.
Esses sacos vocais pareados foram mencionados por Cochran (1955 "1954"). Apesar disso,

alguns autores alegam que Thoropa petropolitana ndo possui fendas nem sacos vocais (Nunes-
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de-Almeida et al. 2016).

Como j& descrito por outros autores (Bokermann 1965; Cocroft e Heyer 1988; Feio
2002), as fémeas sd@o um pouco maiores do que 0s machos, tendo em média 23,31 mm enquanto
0s machos tém em média 19,35 mm (Capitulo 2, Tabela 2). Existe pouco dimorfismo sexual no
didametro dos bragos e antebragcos. Em uma chave de identificagdo publicada por Cocroft e
Heyer (1988), Thoropa petropolitana possui adultos com timpanos entre 60 e 70 % do tamanho
dos olhos (semelhante aos nossos resultados: Capitulo 2, Figuras 16 e 17); anel timpanico e
prega supratimpanica baixos e indistintos (ndo consideramos como indistintos, mas séo de fato
menos marcados do que no grupo miliaris); dedo Il maior que dedo Il (como nossas
observacdes e também conforme apontado por Heyer 1999); e machos com um Unico
agrupamento de PEPs no dedo Il (como nossas observacfes). Embora consideremos que T.
petropolitana ndo possui membranas interdigitais, alguns autores consideram que possuem uma
membrana discreta na base dos artelhos (Cochran 1955 "1954"; Cocroft e Heyer 1988), o que
para nds pareceu apenas uma parte da pele da base dos dedos.

Alguns casos de registros confusos de T. petropolitana em colecBes e em literatura nos
chamam a atencdo. O caso mais antigo refere-se a trés exemplares coletados por Ernesto Garbe,
no Rio Jurua, AM, em dezembro de 1901. Em nossas analises morfoldgicas concluimos que
sdo exemplares de T. petropolitana realmente, sendo uma fémea ovada, uma possivel fémea
(individuo sem PEPs) e um macho. Essa coleta foi supostamente feita nas proximidades do
municipio de Eirunepé e € certamente um erro de rotulagem ao considerarmos a historia de
viagens do Ernesto Garbe e 0 ambiente especializado de T. petropolitana, que nao é encontrada
nessa regido amazonica (Bokermann 1965).

Um outro exemplo de confusdo de registro é o caso de exemplares registrados na AL-
MN e no MNRJ para “Alto da Serra de Cubatdo ou Paranapiacaba, Sdo Paulo”. Esse registro
inclui trés individuos (AL-MN 3578, MNRJ 14607 e 14608) coletados por Alphonse Hoge e
Bertha Lutz em dezembro de 1959. Em nossas analises, concluimos que sao realmente Thoropa
petropolitana (trés possiveis fémeas ou machos jovens). Porém, parece dificil que a espécie
ocorra nessa regido, ja que sdo os unicos exemplares conhecidos e coletas volumosas de
Thoropa foram feitas na regido (Cocroft e Heyer 1988).

Outros casos conhecidos sdo registros de Thoropa petropolitana em Santa Teresa, no
estado do Espirito Santo. Um deles é de uma coleta de cinco individuos por Augusto Ruschi,
em dezembro de 1942, depositados atualmente na CAS (CAS-SUA 11731-11735). Analisamos
trés deles através de empréstimo de material e concluimos se tratarem realmente de T.

petropolitana, sendo que dois sdo muito jovens e o0 outro é uma possivel fémea ou um macho
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jovem. O outro caso de Santa Teresa (ES) é um lote de nove individuos abrigados no MZUSP,
de uma expedicdo do Departamento de Zoologia em abril de 1969. Infelizmente ndo pudemos
analisar esse lote por enquanto.

Outro caso refere-se a exemplares registrados de Paineiras, DF, coletados por Bertha
Lutz e Doris Cochran em janeiro de 1935 (USNM 97437 até 97441). Sdo trés individuos jovens,
um lote com algumas larvas e uma desova, atualmente registrados no USNM como T. miliaris.
As larvas sdo caracteristicas de T. do grupo miliaris e os trés individuos séo realmente muito
jovens para serem idealmente identificados. Concordamos com a identificagcdo do USNM como
T. miliaris. Bokermann (1965) e Feio (2002) alegam que Cochran (1955 "1954") considera
esses exemplares como sendo de T. petropolitana. Porém, isso nao fica claro pelo texto de
Cochran (1955 "1954"), que parece que cita esses exemplares em todas as descricdes (de
Eupsophus miliaris, E. Petropolitana e E. lutzi) e, portanto, ficamos na divida se ela na verdade
esta apenas utilizando esses exemplares para comparar os jovens das trés espécies.

Outros casos confusos registrados para o municipio do Rio de Janeiro sdo dois
exemplares de Paineiras, na Serra da Carioca (AL-MN 413-414), alguns de Sumaré (MZUSP
88241-88252) e outro da Tijuca (AL-MN 872). Os dois primeiros sdo Thoropa petropolitana
sem duvidas (Feio 2002). O da Tijuca (AL-MN 872) esta em péssimo estado de conservacédo e
pode ser T. miliaris (Feio 2002). Infelizmente, ndo vimos nenhum desses exemplares para
confirmagdes. Os registros USNM 97437- 97441, AL-MN 413-414, MZUSP 88241-88252 e
AL-MN 872, do municipio do Rio de Janeiro, sdo 0s Unicos conhecidos de T. petropolitana de
baixa altitude, o que aumenta a divida quanto a identificacdo desses exemplares, ja que a
espécie parece ocorrer em regides serranas. Alternativamente, esses exemplares podem ter sido
erronamente rotulados. Apesar disso, T. lutzi j& foi considerada como sinénimo de T. miliaris
por falta de caracteres diagndsticos claros na descricdo da primeira (Lutz 1954). E T.
petropolitana era a espécie considerada por co-ocorrer com T. miliaris na regido do municipio
do Rio de Janeiro. Segundo Lutz (1954) T. Petropolitana do municipio de Rio de Janeiro
cantava miando “feito um gatinho”, diferenciando-se da populacdo de Petrépolis que era
conhecida por estalar. Baseando-nos nos registros mais frequentes de T. lutzi e T. petropolitana,
e na descricdo dos cantos “estalado” e “de gatinho” (Nunes-de-Almeida et al. 2016),
concluimos que realmente T. petropolitana era da regido serrana do estado do Rio de Janeiro e
T. lutzi ocorria nas redondezas do municipio do Rio de Janeiro. Dessa forma, nossa hipotese €
de que esses registros da baixada fluminense tratam-se de identificacbes erroneas (j que a
maioria € juvenil) ou de erros de rotulagem de material.

A distribuicdo de Thoropa petropolitana restrita e antigamente abundante na Serra dos
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Orgéos do Rio de Janeiro sempre chamou a atengdo de pesquisadores (Cochran 1955 "1954";
Bokermann 1965; Nunes-de-Almeida et al. 2016). Essa abundancia populacional nos pareddes
da Serra dos Orgéos no estado do Rio de Janeiro (E. 1zecksohn, com. pessoal para R. N. Feio)
é inclusive confirmada pelos lotes volumosos de coleta. Por exemplo, 0 MZUSP possui coletas
de 50 individuos (de 1963), 137 individuos (1963), 49 individuos (1964), 77 individuos (1964)
e uma coleta feita com 0 USNM (em 1977) com individuos separados entre as duas cole¢Ges
(62 individuos em cada uma). Pouco tempo depois ela ja foi considerada como néo sendo mais
registrada por diversos pesquisadores e, possivelmente, em declinio populacional (Heyer et al.
1988). Atualmente esta incluida em listas de espécies ameacadas dos estados do Rio de Janeiro
e Espirito Santo, na lista vermelha brasileira e na lista da IUCN (Carvalho-e-Silva e Peixoto
2004; ICMBIo 2018). Pela importancia dessa espécie para a conservacdo de anfibios anuros,
alguns estudos tém sido feitos para recuperar DNA de exemplares antigos de colecdo (M. L.
Lyra, com. pessoal) e para procurar por vestigios de individuos na Serra dos Orgaos através de
DNA ambiental (C. M. Lopes, com. pessoal). Apesar de serem necessarios mais estudos sobre
morfologia, osteologia e taxonomia dessas populac@es de Thoropa petropolitana, esses estudos

necessitam ser ndo invasivos, ja que o material existe apenas em cole¢des zooldgicas.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Limites entre espécies

Nosso estudo mostrou que dentro do complexo de Thoropa miliaris + T. taophora existe
possivelmente o que ¢ chamado de “diversidade criptica”, que muitos autores ja encontraram
para outras espécies de anfibios anuros (Angulo e Icochea 2010; Jungfer et al. 2013; Gehara et
al. 2017; Castroviejo-Fisher et al. 2017; Carvalho et al. 2019). A diversidade de espécies do
complexo T. miliaris + T. taophora parece ser criptica porque as unidades evolutivamente
significativas que encontramos (mil-1, mil-2, mil-3, mil-4, mil-5 e T. taophora) podem ser
espécies distintas, mas ndo possuem diferencas morfoldgicas externas em adultos ou larvas que
possibilitem diferencia-las.

Uma caracteristica comumente usada para diagnosticar espécies morfologicamente
cripticas de anfibios anuros é o canto de andncio (Angulo e Reichle 2008; Carvalho et al. 2019).
E possivel que as espécies desse complexo de Thoropa miliaris + T. taophora se diferenciem
em nivel acustico. O Dr. Thiago Carvalho (UNESP, Rio Claro, SP) analisou preliminarmente
quatro gravacdes de cantos de anuncio de individuos de Thoropa miliaris: trés deles coletados
em um mesmo afloramento rochoso em Santa Teresa, ES (AAG-UFU 6166, 6167 e 6168) e um
deles gravado em Juiz de Fora, MG (sem exemplar coletado). Dos trés individuos de Santa
Teresa, dois deles pertencem a linhagem mil-1. O outro pertence a linhagem mil-2. O individuo
de Juiz de Fora (MG) ndo foi coletado. Os trés individuos de Santa Teresa possuem papilas
completas (na articulacdo metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno, nos dedos II,
Il e IV) e sdo bastante semelhantes morfologicamente, embora possuam tamanhos diferentes.
Segundo o pesquisador, o canto do individuo de Juiz de Fora (MG) assemelha-se ao canto de
T. miliaris gravado no Rio de Janeiro (RJ) e recentemente descrito por Nunes-de-Almeida et al.
(2016a) (T. Carvalho, comunicacdo pessoal). Os outros trés cantos de Santa Teresa (ES),
embora sejam de linhagens diferentes, aparentemente sdo muito semelhantes (T. Carvalho,
comunicacio pessoal). E possivel que existam diferencas em aspectos do canto n&o vistos em
analises informais e preliminares que sejam passiveis de serem usadas como diagnoses para as
linhagens. Porém, se as semelhancgas nos cantos forem confirmadas, essas observacGes nos
trardo a hipotese de que as linhagens de T. miliaris se reconhecem ou se isolam
reprodutivamente de alguma outra maneira ainda desconhecida.

Por outro lado, populagdes de T. megatympanum e T. saxatilis ainda ndo analisadas ao

nivel molecular de estrutura genética (como fizemos no primeiro capitulo para T. miliaris e T.
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taophora) possuem alguma variagdo morfoldgica no que diz respeito as larvas (na expanséo
dérmica posterolateral e no tubo cloacal). Da mesma forma, parece possivel diferenciar as
espécies T. megatympanum, T. saxatilis, T. petropolitana e T. lutzi do complexo T. miliaris +
T. taophora utilizando uma combinagio de caracteristicas morfologicas. E possivel ainda
incluir caracteristicas osteoldgicas e mioldgicas do género nas analises. E possivel, por
exemplo, que existam caracteristicas osteoldgicas ou mioldgicas que diferenciem o grupo
petropolitana e o grupo miliaris. Mas imaginamos que dentro do grupo miliaris € pouco
provavel que existam diferencas em morfologia interna. As caracteristicas morfologicas
externas das espécies e linhagens de Thoropa mostraram-se bastante conservadas, o que faz
sentido pelo ambiente de vida e desenvolvimento delas ser tdo parecido. Possivelmente as
pressdes seletivas atuantes no género estejam forcando a manutencdo de caracteristicas
adaptadas as rochas umidas.

De qualquer maneira, com os dados desse estudo pretendemos rever as diagnoses
morfolégicas das espécies de Thoropa para incluir uma combinacdo de caracteristicas que
sejam Uteis para diferenciar as espécies e linhagens. Junto disso pretendemos fazer uma revisao
taxonémica do género, e investigar as relacbes filogenéticas entre as espécies de Thoropa,
especialmente no que diz respeito ao grupo petropolitana que foi pouco investigado no estudo
anterior com filogenia do grupo (Sabbag et al. 2018).

Biogeografia e conservacao

Das seis espécies do género, trés estdo em alguma categoria de ameaca, sendo que duas
delas (do grupo petropolitana) ja sdo consideradas como desaparecidas pelo menos nas suas
localidades tipo. As razBes para declinios de anfibios anuros sdo muitas (Stuart et al. 2004),
mas cada caso pode diferir em razdo das particularidades de cada grupo de anuros. Uma
caracteristica reprodutiva do grupo petropolitana nos faz pensar se esses animais ndo sao pouco
resistentes a acao antrépica e a diminuicdo do habitat. Essa caracteristica é a quantidade de ovos
por desova, que em T. petropolitana foi relatada como 16 ovos em uma desova analisada (Heyer
e Crombie 1979) e em T. miliaris e T. taophora foram relatados entre 140 e 1746 ovos, em 57
desovas analisadas (Giaretta e Facure 2004; Consolmagno et al. 2016). Caso essa quantidade
diminuta de ovos encontrada por Heyer e Crombie (1979) para T. petropolitana seja um padréo
para o grupo petropolitana, esses animais possivelmente tém menor sucesso reprodutivo quando
comparados ao grupo miliaris.

As espécies do género Thoropa possuem diversas adaptagbes comportamentais e

morfologicas aos ambientes em que vivem. Embora a caracteristica geral do ambiente seja a
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mesma para todas as espécies (rochas com filmes fluidos de 4gua), existem algumas variacoes
nesses ambientes em caracteristicas como intensidade do fluxo de &gua, caracteristicas
climaticas, altitude e incidéncia solar. Pode ser que algumas dessas caracteristicas ambientais
estejam determinando o atual padréo de distribuicdo das espécies.

Em qualquer mapa de distribuicdo das espécies é possivel notar que elas ocupam locais
com alguma associagdo a montanhas e morros (Feio et al. 2006; Fitzpatrick et al. 2009; Sabbag
et al. 2018). Mas ndo necessariamente estdo sempre em altas altitudes, ja que T. miliarise T.
taophora também vivem proximas ao nivel do mar. Embora sejam animais de Mata Atlantica
ou ecdtonos (campo rupestre) as espéecies ndo ocorrem em toda a extensdao do dominio. N&o
séo encontradas na Mata Atlantica da maioria dos estados do nordeste ao norte da Bahia, nem
em fragmentos do bioma no Centro-Oeste. Também ndo séo encontradas no estado do Parana
e em parte do estado de Santa Catarina, mesmo existindo nessas regifes a mesma Serra Geral
onde ocorre T. saxatilis. Além disso, ainda que sejam espécies de um dominio primariamente
florestado, esses animais preferem ambientes ensolarados (Giaretta e Facure 2004,
Consolmagno et al. 2016), o que também combina com a distribuicdo de T. megatympanum em
campo rupestre na Cadeia do Espinhaco.

Tanto T. megatympanum quanto T. saxatilis sdo encontradas com muita frequéncia
associadas a riachos, rios de vazéo baixa e cachoeiras, no geral todos permanentes. Por outro
lado, muitos locais de ocorréncia de T. miliaris e T. taophora ndo estdo associados a um rio ou
riacho. Séo fluxos por vezes muito finos de agua, que se assemelham a nascentes de aguas nas
rochas. Essas rochas em que vivem as espécies do grupo sdo principalmente afloramentos
rochosos igneos, formados em basaltos, granitos e marmores (Feio 2002). No interior dessas
rochas é comum existirem sistemas aquiferos, que no caso desse tipo de formagdo rochosa, eles
sdo classificados como aquiferos fissurais (cristalinos) ou carsticos (Martins et al. 2006). Uma
das caracteristicas desses aquiferos é a capacidade de formar acimulos de agua dentro dos
afloramentos, que podem encher e transbordar pelas fissuras quando chove, criando um fluxo
fino e continuo de 4gua na superficie do afloramento (Martins et al. 2006; Cardoso et al. 2012).
Essas aguas podem secar apds poucos dias sem chuvas (Giaretta e Facure 2004), provavelmente
estimulando nesses animais o surgimento de adaptagdes tipicas dos ambientes temporéarios,
como desenvolvimento embrionario e larval acelerado, altas taxas de migracao e resisténcia a
ambientes mais secos. Portanto, imaginamos que a distribuicdo de Thoropa dependa de um
somatdrio de fatores como pluviosidade, temperatura, distribui¢cdo de rochas e seus sistemas
aquiferos associados. Com nossos dados pretendemos fazer estudos de nichos ecoldgicos para

investigar melhor essas correlagdes entre as distribuicGes geograficas e os ambientes. A partir
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de modelagem de nicho ecoldgico e das nossas sequéncias genéticas, pretendemos também
inferir possiveis processos evolutivos que tenham feito parte da historia do género, através de

estudos filogeograficos e de demografia historica.
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APENDICES

Apéndice 1: Script em linguagem Bash para tratamento inicial dos arquivos fasta de loci
oriundos da técnica de AHE. O script realiza filtragem de arquivos vazios e substituicdo de
eventuais ambiguidades por “N”. Elaborado por Pedro Paulo Goulart Taucce.

#!/bin/bash

#substitui ambiguidades por N
for file in *.fasta

do

#Mostra linhas sem o simbolo > | substitui todos os IUPAC, gaps
e missing por N | coloca uma linha vazia no comeg¢o | coloca uma linha vazia
depois de cada linha | mostra o arquivo sem a primeira linha, em branco |
salva um arquivo temporario

grep -v \> $file | sed "s/[?RYSWKMBDHVryswkmbdhvn-]/N/g" | sed
'1i\\"' | sed 'G' | tail -n +2 > $file.tmp

#Mostra linhas com o simbolo > | coloca uma linha vazia depois

de cada linha
grep \> $file | sed 'G' > S$file.tmp2

#fusiona os dois arquivo temporarios um do lado do outro | tira
0s espacos em branco do comec¢o de cada linha que nao sei de onde apareceu |
salva um arquivo igualzinho o input mas com " noiupac" depoi do nome

paste S$file.tmp Sfile.tmp2 | sed -e 's/~[\t]*x//' >
${file%.fasta} noiupac.fasta
#apaga os dois arquivos temporarios
rm $file.tmp $file.tmp2
done

#elimina arquivos de sequencias vazias

for file in * noiupac.fasta

do
i=$ (awk 'NR==2' S$file | awk '{ print length($0); }'")
j=$((i-1))
grep -B 1 "[N]I\{$J,\}" $file | grep -v -f - $file >

${file%.fasta}_noempty.fasta

done
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Apéndice 2: Script em linguagem Python para substituir os cabecalhos das sequéncias de cada
arquivo fasta para encurtar os nomes das sequéncias. Elaborado por Luiz Carlos Irber Janior.

#! /usr/bin/env python

Run it with:
$ python replace.py fasta.fa names output.fa

import argparse

p = argparse.ArgumentParser ()
p.add argument ('fasta file')

p.add argument ('names file')

p.add argument ('output')

args = p.parse_args()

names = {}
with open(args.names file, 'r') as f:
for line in f:
old, new = line.split('\t")
names[old] = new.strip/()

with open(args.fasta file, 'r') as f:
with open(args.output, 'w') as output:
for line in f:
if line.startswith('>"):

try:

line = '>' + names[line.strip()[1:]1] + '"\n'
except KeyError:

pass

output.write (line)
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Apéndice 3: Script em linguagem Python para extrair o primeiro sitio de cada arquivo de SNP
(single nucleotide polymorphism) e codificar as bases extraidas em numeros inteiros, para
montar a matriz de alelos para STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Elaborado por Luiz
Carlos Irber Junior.

import argparse

from collections import defaultdict
import os

import sys

parser = argparse.ArgumentParser ()
parser.add argument ('-p', '--pos', type=int, default=0)
parser.add argument('-o', '--output',6 default='table.txt')
parser.add argument ('inputs', nargs='+")
args = parser.parse_args()
mapping = {

'A': 1,

'c': 2,

'G': 3,

'T': 4,

'N': -1,

}

snps = defaultdict (dict)

loci = set()
for inp in args.inputs:
locus = os.path.splitext (os.path.basename (inp)) [0]

loci.update([locus])
with open(inp, 'r') as input data:
n taxa, n loci = [int(i) for i in next (input data) .split()]

for line in input data:
seq id, seq = line.split()
snps[seq_id] [locus] = seqlargs.pos]

path = os.path.dirname (args.output)
try:
os.makedirs (path)
except OSError:
if not os.path.isdir (path):
raise

with open (args.output, 'w') as output:
sorted loci = list(sorted(loci))
output.write('\t'.join(['Taxa'] + sorted loci) + '\n')
for id in snps:
output.write('{}'.format (id))
for locus in sorted loci:
if locus in snps[id]:
#output.write ('\t{}'.format (snps[id] [locus]))
output.write('\t{}'.format (mapping[snps[id] [locus]]))
else:
output.write('"\t-1")
output.write('\n'")
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Apéndice 4: Matrix Q dos individuos para cada um dos dez agrupamentos (K = 10), resultante das
analises de atribuicdo com o software STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000), com respectivos
nomes das espécies e numero de registro em cole¢des e com acronimos seguindo Sabaj (2016) e clados
de Sabbag et al. (2018).

Espécie Registro Clado Q (K=10)
T. saxatilis MCP 11918 sax-1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
T. megatympanum MCNAM 2072* meg-2 0,001 0,0001 0,9957 0,0001 0,001 0 0,0011 0 0 0,001
T. taophora CFBH 34898 tao-3 0,0026 0,001 0,0026 0,0014 00012 0001 0982 0 0,001 0,004
T. taophora CFBH 31102 tao-1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
T. taophora MZUSP 143712 tao-2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
T. taophora CFBH 15325 tao-2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
T. miliaris CFBH 27350 mil-5 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
T. miliaris CFBH 28065 mil-5 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
T. miliaris MNRJ 70701 mil-5 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
T. miliaris MNRJ 25984 mil-1 0,001 0,001 0 0,001 0,001 0 0 0 099% 0,001
T. miliaris CFBH 29317 mil-1 0,002 0 0 0 0,001 0 0 0 09% 0,001
T. miliaris CFBH 18013 mil-1 0,0019 0,001 0 0,000 0,001 0,001 0001 O 09883 0,0048
T. miliaris CFBH 18446 mil-1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
T. miliaris CFBH 41072 mil-2 0,0009 0,001 0 0,9924 0,001 0,001 0001 O 0 0,0036
T. miliaris CFBH 10125 mil-2 0 0 0 0,9985 0 0 0,0005 0 0 0,001
T. miliaris CFBH 28054 mil-2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
T. miliaris CFBH 27290 mil-2 0,0252 0 0 0,722 10,0029 0001 0001 O 0,002 0,7957
T. miliaris CFBH 18431 mil-2 0,001 0 0 0,001 0 0 0,001 0 0,0079 09891
T. miliaris MNRJ 72832 mil-2 0,0019 0 0 0,001 0 0 0 0 10,0008 0,9963
T. miliaris CFBH 30707 mil-2 0,001 0 0 0,001 0,001 0,0009 0,001 O 0,0008 0,9943
T. miliaris CFBH 32133 mil-2 0,001 0 0 0,0011 0,001 0001 0001 O 0 0,9949
T. miliaris CFBH-T 10806 mil-3 0,9912 0 0 0,000 0,001 0001 0001 O 0,001 0,0038
T. miliaris CFBH 25473 mil-3 0,9881 0,00 0 0,000 0,001 0001 0001 O 0,001 0,0059
T. miliaris CFBH 25474 mil-3 0,9942 0 0 0,000 0,001 0,0008 0001 O 0 0,002
T. miliaris CFBH 27292 mil-4 0,001 0 0 0,001 09595 0,03 0001 O 0,00056 0,001
T. miliaris CFBH 27366 mil-4 0,002 0 0 0 0,5465 0,4494 10,0001 0 0,001 0,001
T. miliaris MNRJ 40642 mil-4 0,001 0 0 0,001 0,0328 0,9632 0001 O 0 0,001
T. miliaris CFBH-T 14343* mil-4 0 0 0 0 0,001 0,999 0 0 0 0
T. miliaris CFBH 31105 mil-4 0 0 0 0 0,001 0,999 0 0 0 0
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Apéndice 5: Histogramas 100 % empilhados, resultantes das analises de atribuicdo, com todos os valores de K testados pelo programa
STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000), representando de duas a 15 populagdes. Acima: K de 2 a 8. Abaixo: K de 9 a 15. O melhor K (K =
10) esta sublinhado e em negrito. Esquerda: nimeros de registro das amostras nas cole¢fes, com acrénimos seguindo (Sabaj 2016). Direita:
localidade de coleta da amostra (municipio e unidade federativa).

K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8
MCP 11918 Timbé do Sul, SC
MCNAM 2072 Santana do Riacho, MG
CFBH 34898 Iguape, SP
CFBH 31102 Paraty, RJ
MZUSP 143712 Santo André, SP
CFBH 15325 lihabela, SP
CFBH 27350 Santa Maria Madalena, RJ
CFBH 28065 Santa Maria Madalena, RJ
MNRJ 70701 Macaé, RJ
MNRJ 25984 Cachoeiro de Itapemirim, ES
CFBH 28317 Domingos Martins, ES
CFBH 18013 Santa Teresa, ES
CFBH 18446 Vitéria, ES
CFBH 41072 Pindamenhangaba, SP
CFBH 10125 Petrdpolis, RJ
CFBH 28054 Santa Maria Madalena, RJ
CFBH 27290 Carangola, MG
CFBH 18431 Domingos Martins, ES
MNRJ 72832 Santa Barbara, MG
CFBH 30707 Santa Teresa, ES
CFBH 32133 tamaraju, BA
CFBH-T 10806 Muniz Freire, ES
CFBH 25473 Mimeso do Sul, ES
CFBH 25474 Mimoso do Sul, ES
CFBH 27292 Carangola, MG
CFBH 27366 Banta Maria Madalena, RJ
MNRJ 40642 Rio de Janeiro, RJ
CFBH-T 14343 S#o José do Barreiro, SP
Paraty, RJ

CFBH 31105

MCP 11918 Timbé do Sul, SC

MCNAM 2072 Santana do Riacho, MG
CFBH 34898 Iguape, SP

CFBH 31102 Paraty, RJ

MZUSP 143712 Santo André, SP

CFBH 15325 llhabela, SP

CFBH 27350 Santa Maria Madalena, RJ
CFBH 28065 Santa Maria Madalena, RJ
MNRJ 70701 Macaé, RJ

MNRJ 25984 | Cachoeiro de Itapemirim, ES
CFBH 28317 Domingos Martins, ES

CFBH 18013 Santa Teresa, ES
CFBH 18446 Vitoria, ES
CFBH 41072 Pindamonhangaba, SP
CFBH 10125 Pelropolis, RJ
CFBH 28054 Santa Maria Madalena, RJ
CFBH 27200 Carangola, MG
CFBH 18431 Domingos Martins, ES
MNRJ 72832 Sanla Barbara, MG
CFBH 30707 Santa Teresa, ES
CFBH 32133 Itamaraju, BA
CFBH-T 10806 Muniz Freire, ES
CFBH 25473 Mimoso do Sul, ES
CFBH 25474 Mimeso do Sul, ES
CFBH 27292 Carangola, MG
CFBH 27366 Santa Maria Madalena, RJ
MNRJ 40642 Rio de Janeiro, RJ
CFBH-T 14343 Sao José do Barreiro, SP
CFBH 31105 Paraty, RJ
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Apéndice 6: Compilado dos registros de Thoropa nas cole¢fes zooldgicas consultadas, em
planilha de Excel®: https://osf.io/5zw2p/?view_only=0b070dd9fc9c4dafob2adb961790fbfb
(OSF, “Varia¢ao morfologica — Thoropa”, “Material-examinado.xIsx”). Nesse compilado, os
espéecimes de Thoropa estdo com as respectivas informacdes: nome da espécie como registrada,
em ordem alfabética; nimero do exemplar (acrénimos das colec¢Bes zoologicas seguindo Sabaj
2016); nome da espécie como identificamos; localidade, municipio e unidade federativa de
registro. Conferimos e corrigimos dados de localidade a fim de coincidir com eventuais
coordenadas fornecidas pelas colecdes, e a fim de coincidir informacdes oficiais, com dados do
IBGE (https://cidades.ibge.gov.br/) e com um poligono de municipios brasileiros elaborado
com dados do IBGE de 2007 (http://www.gmapas.com). A coluna “Sexo ou estagio” inclui
informacdes sobre sexo ou estagio de desenvolvimento, sendo: “F” = fémeas; “M” = machos;
“L” =larvas; e “J” = juvenis que nao pudemos determinar o sexo. A coluna “AHE” assinala os
espécimes utilizados no capitulo 1 para Filogendmica Ancorada. A coluna “Clado” identifica
0s espécimes associados a cada clado de Sabbag et al. (2018) através do fragmento de 16S-
ARBR no capitulo 2. A coluna “Histo” identifica os espécimes machos utilizados para busca
de espermatozoides maduros. A coluna “CRC” identifica os espécimes utilizados nos graficos
de caixas do comprimento rostro-cloacal. A coluna “BraTimp” identifica os espécimes
utilizados nos gréficos de caixas do didmetro do braco e antebrago. A coluna “Pap” identifica
o0s espécimes machos utilizados nos graficos de caixas das papilas do dedo 1V da mao esquerda.
A coluna “Cabec¢a” identifica os espécimes utilizados nas regressoes lineares da largura e
comprimento da cabega. E a coluna “Multivar” identifica as amostras utilizadas nas analises
multivariadas por PCA e LDA. Espécimes em negrito sdo espécimes de séries-tipo, sendo que
“H” indica hol6tipo, “N” indica nedtipo, “Nprop” indica neotipo proposto de T. petropolitana
(capitulo 3), “P” indica paratipo, “S” indica “sintipo”, “L” indica lectotipo; ¢ “T” indica
top6tipo. Também ao lado dos nomes das espécies, “#” indica exemplares com problemas de
registro, a maioria de localidades; “*” indica exemplares vistos apenas por fotografias; “e”
indica espécimes nao analisados e apenas compilados.

Apéndice 7: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os gréaficos de
caixas entre fémeas e machos das espécies. Valores em azul sdo valores menores do que 95 %.

Espécie CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO

Fémeas X Machos (dedolV)

T. lutzi 0,2044 0,4039 0,6413 0,6055 0,0824
T. megatympanum  0,2651 0,0000 0,0000 0,2167 0,0965
T. miliaris 0,6264 0,0000 0,0000 0,3508 0,0066
T. petropolitana 0,0000 0,0000 0,9760 0,2469 0,2667
T. saxatilis 0,0256 0,0000 0,0006 0,0000 0,0000
T. taophora 0,1407 0,0000 0,0000 0,2041 0,0000
Fémeas X Machos (artMF)

T. lutzi 0,2044 0,4039 0,6413 0,6055 0,0824
T. megatympanum 0,1035 0,0000 0,0000 0,4381 0,1697
T. miliaris 0,7160 0,0000 0,0000 0,4052 0,0091
T. petropolitana 0,0000 0,0000 0,9760 0,2469 0,2667
T. saxatilis 0,6296 0,0021 0,4340 0,0000 0,0218

T. taophora 0,4424 0,0000 0,0000 0,1816 0,0000




173

Apéndice 8: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os gréaficos de
caixas entre fémeas e machos das linhagens. Valores em azul séo valores menores do que 95

%.

Linhagem CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO

Fémeas X Machos (dedolV)

meg-1
meg-2
mil-1
mil-2
mil-3
mil-4
mil-5
sax-1
sax-2
tao-1
tao-2
tao-3

0,3035
0,9917
0,0365
0,8663

0,8956

0,2140
0,6321

0,0058
0,0000
0,0002
0,0000

0,0000

0,0078
0,0000

Fémeas X Machos (artMF)

meg-1
meg-2
mil-1
mil-2
mil-3
mil-4
mil-5
sax-1
sax-2
tao-1
tao-2
tao-3

0,3035
0,8717
0,0335
0,6846
0,6061
0,9145

0,2140
0,7853

0,0058
0,0000
0,0247
0,0017
0,5218
0,0002

0,0266
0,0078
0,0010

0,2198
0,0136
0,0142
0,0199

0,0003

0,0111
0,0060

0,2198
0,0191
0,0418
0,0775
0,6521
0,0108

0,2566
0,0111
0,0084

0,2020
0,4255
0,6571
0,7408

0,0514

0,0000
0,5931
0,0598

0,2020
0,4244
0,8689
0,5331
0,9554
0,0544

0,0000
0,5931
0,0861

0,1912
0,8079
0,9087
0,4052

0,4377

0,0000
0,6398
0,1481

0,2020
0,7393
0,8599
0,4369
0,1985
0,5797

0,0067
0,6181
0,1282
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Apéndice 9: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os gréaficos de
caixas entre as fémeas das espécies, par-a-par. Valores em azul séo valores menores do que 95

%.

Par

CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO

. megatympanum-T. lutzi
. miliaris-T. lutzi

. petropolitana-T. lutzi

. saxatilis-T. lutzi

. taophora-T. lutzi

. petropolitana-T. miliaris
. saxatilis-T. miliaris

. taophora-T. miliaris

. saxatilis-T. petropolitana

A4 A A A A AAAAAAAA A

. taophora-T. saxatilis

. miliaris-T. megatympanum

. petropolitana-T. megatympanum
. saxatilis-T. megatympanum

. taophora-T. megatympanum

. taophora-T. petropolitana

0,2610
0,0119
0,9992
0,3714
0,0004
0,0000
0,0000
0,9863
0,0000
0,0000
0,0000
0,0061
0,0000
0,0000
0,0000

0,9999
1,0000
0,9876
0,9946
0,9914
0,9967
0,8547
0,1465
0,1265
0,6093
0,2341
0,2025
0,0312
0,0269
1,0000

1,0000
1,0000
0,9942
0,9534
0,9569
0,9999
0,7573
0,1348
0,1845
0,8100
0,1398
0,1974
0,9619
0,9718
1,0000

0,1713
0,9911
0,9954
0,8966
0,9636
0,0000
0,0000
0,0003
0,0000
0,0140
0,5203
0,0002
0,0006
0,9743
0,0000

0,2551
0,9954
0,6651
0,4049
0,9242
0,0000
0,0000
0,9483
0,0000
0,0000
0,0000
0,0001
0,0000
0,7569
0,0000

Apéndice 10: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os graficos de
caixas entre 0s machos das espécies, par-a-par, segundo o critério de macho adulto de (Feio et
al. 2006). Valores em azul sdo valores menores do que 95 %.

Par

CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO NIVESQ

A4 A4 A A A A4 AA——4—---

. megatympanum-T. lutzi

. miliaris-T. lutzi

. petropolitana-T. lutzi

. saxatilis-T. lutzi

. taophora-T. lutzi

. miliaris-T. megatympanum

. petropolitana-T. megatympanum
. saxatilis-T. megatympanum
. taophora-T. megatympanum
. petropolitana-T. miliaris

. saxatilis-T. miliaris

. taophora-T. miliaris

. saxatilis-T. petropolitana

. taophora-T. petropolitana

. taophora-T. saxatilis

0,0000
0,0000
0,0519
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0352
0,0000
0,0000
0,9291
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,7021
0,0001
0,0000
0,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,0000
0,8893
0,0067
0,0006
0,0000
0,2508

0,0000
0,0000
1,0000
0,3059
0,0000
0,0016
0,0000
0,8337
0,0002
0,0000
0,2575
0,4603
0,2661
0,0000
0,0813

0,0000
0,3465
0,0037
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0026
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0793
0,0000

0,0000
0,0000
0,9451
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,8283

0,3667
0,0000

0,2102
0,0001

0,0008
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Apéndice 11: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os graficos de
caixas entre os machos das espécies, par-a-par, segundo o nosso critério de macho adulto.

Valores em azul sdo valores menores do que 95 %.

Par

CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO NIVESQ

A4 A4 A A A4~ -AA—A—4—--A-

. megatympanum-T. lutzi

. miliaris-T. lutzi

. petropolitana-T. lutzi

. saxatilis-T. lutzi

. taophora-T. lutzi

. miliaris-T. megatympanum

. petropolitana-T. megatympanum
. saxatilis-T. megatympanum
. taophora-T. megatympanum
. petropolitana-T. miliaris

. saxatilis-T. miliaris

. taophora-T. miliaris

. saxatilis-T. petropolitana

. taophora-T. petropolitana

. taophora-T. saxatilis

0,0000
0,0000
0,0766
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,9995
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,8642
0,3705
0,0000
0,9535
0,0000
0,0002
0,0003
0,0000
0,0000
0,0009
0,7822
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
1,0000
0,9512
0,0000
0,8627
0,0000
0,0001
0,0237
0,0000
0,0000
0,1161
0,9171
0,0000
0,0000

0,0000
0,4585
0,0070
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,9973
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0574
0,0000

0,0000
0,0000
0,9639
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0018
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,1618

0,0003
0,0392

0,0088
0,0001

0,0000
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Apéndice 12: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os graficos de
caixas entre as fémeas das linhagens, par-a-par. Valores em azul sdo valores menores do que

95 %.

Par CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO
meg-2-meg-1 00,9872 0,4945 0,9173 1,0000 0,9997
mil-1-meg-1  0,9966 1,0000 0,8237 0,2740 0,8950
mil-2-meg-1  0,6688 0,9740 0,9880 0,2338 0,7930
mil-3-meg-1  0,7855 0,9569 0,9936 0,9980 0,9999
mil-4-meg-1  0,9374 0,5104 0,8222 0,0077 0,8426
sax-2-meg-1  0,3930 1,0000 1,0000 0,0695 0,9982
tao-1-meg-1  0,1376 1,0000 0,7996 0,0003 0,0448
tao-2-meg-1  0,3993 0,9674 0,1989 0,0002 0,1876
mil-1-meg-2  0,7016 0,7008 0,9999 0,2662 0,6076
mil-2-meg-2  0,1474 0,9970 1,0000 0,2163 0,4131
mil-3-meg-2  0,3767 1,0000 1,0000 0,9945 0,9932
mil-4-meg-2  0,3535 1,0000 1,0000 0,0049 0,4404
sax-2-meg-2  0,9044 0,2746 0,9002 0,0484 0,8679
tao-1-meg-2  0,0129 0,6657 1,0000 0,0001 0,0085
tao-2-meg-2  0,1222 1,0000 0,5944 0,0002 0,0806
mil-2-mil-1  0,9753 0,9915 0,9996 1,0000 1,0000
mil-3-mil-1  0,9722 0,9788 1,0000 0,2637 0,9995
mil-4-mil-1 1,0000 0,7146 1,0000 0,9563 1,0000
sax-2-mil-1  0,0797 1,0000 0,8089 1,0000 0,9828
tao-1-mil-1 0,4642 1,0000 1,0000 0,1957 0,6991
tao-2-mil-1 0,7239 0,9846 0,8665 0,0307 0,8035
mil-3-mil-2 1,0000 1,0000 1,0000 0,2580 0,9988
mil-4-mil-2  0,9981 0,9976 1,0000 0,8298 1,0000
sax-2-mil-2 0,0052 0,9516 0,9918 1,0000 0,9388
tao-1-mil-2 0,9667 0,9948 0,9999 0,0745 0,6132
tao-2-mil-2 0,9833 1,0000 0,6230 0,0141 0,7781
mil-4-mil-3  0,9947 1,0000 1,0000 0,0306 0,9997
sax-2-mil-3 ~ 0,0788 0,9396 0,9964 0,1536 1,0000
tao-1-mil-3 0,9999 0,9849 1,0000 0,0024 0,5508
tao-2-mil-3 0,9997 1,0000 0,8156 0,0007 0,6383
sax-2-mil-4 0,0129 0,2887 0,7696 0,6992 0,9676
tao-1-mil-4 0,6275 0,6817 1,0000 0,5852 0,4094
tao-2-mil-4 0,8436 1,0000 0,6913 0,0922 0,6644
tao-1-sax-2 0,0003 1,0000 0,7582 0,0242 0,0425
tao-2-sax-2 0,0176 0,9540 0,1731 0,0076 0,2615
tao-2-tao-1 1,0000 0,9896 0,7805 0,7073 1,0000
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Apéndice 13: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os graficos de
caixas entre os machos das linhagens, par-a-par, segundo o critério de macho adulto de (Feio et
al. 2006). Valores em azul sdo valores menores do que 95 %.

Par CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO NIVESQ
meg-2-meg-1 1,0000  0,9485 0,9858 0,9803  1,0000  0,9996
mil-1-meg-1  1,0000  0,2474 0,8209 0,0000  0,0000  1,0000
mil-2-meg-1  0,0094  0,0072 0,1258 0,0000  0,0001  0,9932
mil-4-meg-1  0,0239  0,5735 0,8482 0,0000  0,0005  1,0000
mil-5-meg-1  0,0000  0,8920 1,0000 0,0000  0,3783  0,9076
sax-2-meg-1  0,8118  1,0000 1,0000 0,8677  0,0000  0,9920
tao-1-meg-1  0,0001  1,0000 0,8159 0,0000  0,0004  0,0013
tao-2-meg-1  0,0000  0,0150 0,5623 0,0000  0,0000  0,6909
tao-3-meg-1  0,7237  0,6771 0,9926 0,0498  0,0742  0,9909
mil-1-meg-2  1,0000  0,7392 0,9963 0,0000  0,0000  0,9943
mil-2-meg-2  0,0002  0,0239 0,2963 0,0000  0,0000  0,4771
mil-4-meg-2  0,0006  0,9887 0,9991 0,0000  0,0000  0,9996
mil-5-meg-2 00,0000  0,9853 1,0000 0,0000  0,2883  0,9621
sax-2-meg-2  0,7829  1,0000 1,0000 0,3044  0,0000  0,9998
tao-1-meg-2  0,0000  1,0000 0,9656 0,0001  0,0001  0,0001
tao-2-meg-2  0,0000  0,0673 0,9181 0,0000  0,0000  0,0833
tao-3-meg-2  0,7293  0,8935 0,9997 0,1090  0,0459  0,9538
mil-2-mil-1 ~ 0,0039  0,9792 0,9767 0,8894  0,9991  0,9972
mil-4-mil-1 0,010  0,9967 1,0000 0,9994  0,9552  1,0000
mil-5-mil-1 ~ 0,0000  1,0000 1,0000 0,0041  1,0000  0,8758
sax-2-mil-1  0,8662  0,9938 1,0000 0,0000  0,0000  0,9781
tao-1-mil-1 ~ 0,0001  0,9978 0,9983 02350  0,6133  0,0013
tao-2-mil-1 ~ 0,0000  0,9667 1,0000 0,0001  0,0530  0,7175
tao-3-mil-1 ~ 0,7724  0,9960 1,0000 0,9628  0,9846  0,9939
mil-4-mil-2  0,9999  0,3697 0,8167 0,9944  0,9999  0,9154
mil-5-mil-2  0,0003  1,0000 0,9999 0,0184  0,9999  0,7011
sax-2-mil-2  0,9989  0,9382 0,9980 0,0000  0,0000  0,7550
tao-1-mil-2  0,0347  0,9290 1,0000 0,6314  0,3507  0,0038
tao-2-mil-2  0,0048  1,0000 0,9999 0,0041  0,0019 09717
tao-3-mil-2  1,0000  0,9999 1,0000 0,9990  0,9377  0,9996
mil-5-mil-4 ~ 0,0001  0,9984 1,0000 0,0073  0,9990  0,9150
sax-2-mil-4  1,0000  0,9996 1,0000 0,0000  0,0000  0,9932
tao-1-mil-4  0,0166  1,0000 0,9943 0,3702  0,2196  0,0004
tao-2-mil-4 ~ 0,0005  0,4539 0,9984 0,0001  0,0002  0,3397
tao-3-mil-4  0,9997  0,9693 1,0000 0,9894 08776  0,9839
sax-2-mil-5  0,0003  0,9861 1,0000 0,0000  0,0000  0,9978
tao-1-mil-5  0,6506  0,9944 0,9997 0,7361  0,9947  0,0047
tao-2-mil-5  0,0426  1,0000 1,0000 05192  0,9968  0,4431
tao-3-mil-5  0,0780  1,0000 1,0000 05822  0,9999  0,7162
tao-1-sax-2  0,0359  1,0000 0,9972 0,0000  0,0000  0,0006
tao-2-sax-2  0,0558  0,9189 0,9998 0,0000  0,0000  0,3341
tao-3-sax-2  0,9980  0,9346 0,9999 0,0078  0,0000  0,8982
tao-2-tao-1  0,9314  0,9043 0,9999 1,0000  1,0000  0,0355
tao-3-tao-1 ~ 0,8426  0,9553 1,0000 0,9999  1,0000  0,6850
tao-3-tao-2  0,9969  1,0000 1,0000 0,9998  1,0000  1,0000
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Apéndice 14: P-valores dos testes a posteriori de HSD de Tukey, feitos para os graficos de
caixas entre os machos das linhagens, par-a-par, segundo o nosso critério de macho adulto.
Valores em azul sdo valores menores do que 95 %.

Par CRC DA/CRC DB/CRC DT/CC DT/DO NIVESQ
meg-2-meg-1  1,0000 0,9999 0,9997 0,9927 1,0000 0,9985
mil-1-meg-1  1,0000 0,9999 0,9983 0,0000 0,0000 0,9999
mil-2-meg-1  0,0234 0,9694 0,9457 0,0000 0,0001 0,9998
mil-3-meg-1  0,6891 0,9326 0,9932 1,0000 0,9990 0,6046
mil-4-meg-1  0,0562 1,0000 1,0000 0,0000 0,0004 0,9246
mil-5-meg-1  0,0000 0,9952 1,0000 0,0000 0,5614 0,9731
sax-1-meg-1  1,0000 0,9999 1,0000 0,9731
sax-2-meg-1  1,0000 0,7007 0,9920 1,0000 0,5862 0,2885
tao-1-meg-1  0,0001 1,0000 0,9016 0,0001 0,0001 0,0056
tao-2-meg-1  0,0000 0,6101 0,8740 0,0000 0,0000 0,9965
tao-3-meg-1  0,1564 1,0000 1,0000 0,0002 0,0004 1,0000
mil-1-meg-2  1,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
mil-2-meg-2  0,0000 0,9988 0,9982 0,0000 0,0000 1,0000
mil-3-meg-2  0,5455 0,6499 0,8748 1,0000 0,9986 0,8429

mil-4-meg-2  0,0001 0,9937 1,0000 0,0000 0,0000 0,9994
mil-5-meg-2  0,0000 0,9993 1,0000 0,0000 0,4996 0,9965
sax-1-meg-2  1,0000 1,0000 0,9985 0,9965

sax-2-meg-2  1,0000 0,1424 0,6863 0,9993 0,2927 0,5052
tao-1-meg-2  0,0000 1,0000 0,9749 0,0002 0,0000 0,0003
tao-2-meg-2  0,0000 0,7480 0,9826 0,0000 0,0000 0,4110
tao-3-meg-2  0,0958 1,0000 1,0000 0,0005 0,0001 1,0000
mil-2-mil-1 0,0026 0,9999 1,0000 0,9691 0,9728 1,0000
mil-3-mil-1 0,7079 0,6812 0,8347 0,0255 0,0020 0,8228
mil-4-mil-1 0,0084 0,9980 0,9997 1,0000 0,7949 0,9988
mil-5-mil-1 0,0000 0,9995 1,0000 0,0154 1,0000 0,9948
sax-1-mil-1 1,0000 1,0000 0,9970 0,9948
sax-2-mil-1 1,0000 0,2090 0,6453 0,0000 0,0000 0,5464
tao-1-mil-1 0,0001 1,0000 0,9904 0,5190 0,4731 0,0008
tao-2-mil-1 0,0000 0,8907 0,9994 0,0004 0,0031 0,7119
tao-3-mil-1 0,1576 1,0000 1,0000 0,7125 0,6749 1,0000
mil-3-mil-2 1,0000 0,3945 0,6490 0,0018 0,0106 0,7753
mil-4-mil-2 1,0000 0,6684 0,9205 0,5061 1,0000 0,9906
mil-5-mil-2 0,0001 1,0000 1,0000 0,0426 1,0000 0,9938
sax-1-mil-2 0,9989 1,0000 0,9900 0,9938
sax-2-mil-2 0,0473 0,0337 0,3090 0,0000 0,0000 0,3465
tao-1-mil-2 0,0188 1,0000 0,9975 0,8228 0,1627 0,0005
tao-2-mil-2 0,0013 0,9888 1,0000 0,0046 0,0000 0,5409
tao-3-mil-2 0,9713 1,0000 1,0000 0,9376 0,3021 1,0000
mil-4-mil-3 1,0000 0,8955 0,9505 0,0357 0,0218 0,9609
mil-5-mil-3 0,0018 0,7972 0,9963 0,0000 0,3760 1,0000
sax-1-mil-3 0,9994 0,9390 1,0000 1,0000
sax-2-mil-3 0,7918 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
tao-1-mil-3 0,1824 0,9618 0,5804 0,0024 0,0003 0,0001
tao-2-mil-3 0,6708 0,1527 0,5430 0,0000 0,0000 0,1602
tao-3-mil-3 0,9976 0,9867 0,9972 0,0056 0,0007 0,9777
mil-5-mil-4 0,0001 0,9932 1,0000 0,0079 0,9999 0,9995
sax-1-mil-4 0,9997 0,9998 0,9996 0,9995



sax-2-mil-4
tao-1-mil-4
tao-2-mil-4
tao-3-mil-4
sax-1-mil-5
sax-2-mil-5
tao-1-mil-5
tao-2-mil-5
tao-3-mil-5
sax-2-sax-1
tao-1-sax-1
tao-2-sax-1
tao-3-sax-1
tao-1-sax-2
tao-2-sax-2
tao-3-sax-2
tao-2-tao-1
tao-3-tao-1
tao-3-tao-2

0,1087
0,0099
0,0001
0,9313
0,0025
0,0000
0,7361
0,0252
0,0537
1,0000
0,1455
0,5447
0,9214
0,0001
0,0000
0,2119
0,8616
0,8828
1,0000

0,4797
1,0000
0,1955
1,0000
1,0000
0,7242
0,9999
1,0000
0,9996
0,9098
1,0000
1,0000
1,0000
0,9210
0,0067
0,9706
0,9999
1,0000
0,9984

0,8729
0,9343
0,8553
1,0000
0,9996
0,9982
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,9172
0,9771
0,9999
0,5253
0,2526
0,9987
0,9998
0,9963
1,0000

0,0000
0,3450
0,0000
0,5370

0,0000
0,8184
0,6051
0,7173

0,0001
0,0000
0,0003
1,0000
1,0000
1,0000

0,0000
0,1002
0,0000
0,2022

0,1113
0,9739
0,9740
0,9914

0,0000
0,0000
0,0000
1,0000
1,0000
1,0000

0,8782
0,0001
0,0885
1,0000
1,0000
1,0000
0,0171
0,8324
0,9981
1,0000
0,0171
0,8324
0,9981
0,0000
0,0071
0,9896
0,0275
0,0527
0,9994
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Apéndice 15: LDA das fémeas por espécies. Valores em azul sdo valores menores do que 95 %.

Espécie T, lutzi T, megatympanum T, miliaris T, petropolitana T, saxatilis T, taophora
n 1 7 16 5 11 11 R? P
Predicbes corretas (%) 100% 85,71% 100% 100% 90,91% 90,91%

LC/CRC 0,34 0,42 0,4 0,35 0,41 0,41 0,76 <0,001
CC/CRC 0,35 0,38 0,38 0,36 0,4 0,39 0,42 0,001
DT/CRC 0,07 0,1 0,09 0,07 0,09 0,07 0,64 <0,001
DO/CRC 0,1 0,11 0,11 0,11 0,1 0,11 0,27 0,02
DIO/CRC 0,09 0,11 0,11 0,08 0,11 0,1 0,56 <0,001
DIN/CRC 0,07 0,09 0,08 0,07 0,09 0,08 0,32 0,002
DON/CRC 0,09 0,1 0,1 0,08 0,11 0,1 0,47 <0,001
DOF/CRC 0,14 0,17 0,17 0,14 0,17 0,16 0,17 0,132
CP/CRC 0,51 0,44 0,5 0,53 0,55 0,51 0,6 <0,001
CM/CRC 0,06 0,26 0,27 0,31 0,3 0,27 0,85 <0,001
CT/CRC 0,055 0,49 0,54 0,53 0,55 0,54 0,32 <0,001
CF/CRC 0,53 0,49 0,5 0,52 0,54 0,51 0,24 0,01
DA/CRC 0,07 0,08 0,07 0,07 0,08 0,08 0,33 0,006

DB /CRC 0,08 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,1 0,236
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Apéndice 16: LDA das fémeas por linhagens. Valores em azul séo valores menores do que 95 %.

Linhagem meg-1 meg-2 mil-1 mil-2 mil-3 mil-4 sax-2 tao-1 tao-2
n 3 2 1 1 1 1 7 1 5 R? P
PredicOes corretas (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
LC/CRC 0,42 041 039 039 041 042 041 0,4 0,41 0,39 1
CC/CRC 0,39 039 037 037 0,38 0,4 0,39 0,4 04 046 1
DT/CRC 0,1 0,09 0,08 0,09 0,1 009 0,09 008 007 08 <0001
DO/CRC 0,11 0,1 0,11 o011 0,12 0,1 0,1 0,12 012 061 0,494
DIO/CRC 0,11 0,11 0,1 011 o011 011 o011 011 0,09 055 0,074
DIN/CRC 0,09 0,09 007 0,07 0,09 0,1 0,09 0,08 0,09 042 1
DON/CRC 0,1 0,1 0,1 0,1 0,11 0,12 0,1 0,11 01 037 1
DOF/CRC 0,17 017 o016 o017 o018 018 017 0,18 0,17 0,68 0,163
CP/CRC 0,42 045 047 049 048 058 056 055 052 083 0,002
CM/CRC 0,26 025 024 025 028 0,29 0,3 029 028 0,7 0,022
CT/CRC 0,48 0,5 0,5 052 053 061 055 057 055 063 0,124
CF/CRC 0,48 048 049 049 052 059 055 053 051 072 0,037
DA/CRC 0,08 0,07 0,07 o008 007 007 008 007 008 062 0,399

DB/CRC 0,09 009 008 009 009 o008 009 o007 009 06 0,092
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Apéndice 17: LDA dos machos adultos, segundo o critério de macho adulto de Feio et al. (2006), analisados por espécies. Valores em azul sdo
valores menores do que 95 %.

Espécie T, lutzi T, megatympanum T, miliaris T, petropolitana T, saxatilis T, taophora
n 41 43 130 51 4 30 R? P
Predicdes corretas (%) 85% 93,02% 92% 84% 100,00% 60,00%
LC/CRC 0,36 0,43 0,42 0,37 0,43 0,42 0,74 <0,001
CC/CRC 0,37 0,38 0,4 0,38 0,41 0,39 0,32 <0,001
DT/CRC 0,08 0,1 0,09 0,07 0,12 0,08 0,59 <0,001
DO /CRC 0,12 0,11 0,11 0,12 0,1 0,11 0,27 <0,001
DIO/CRC 0,08 0,11 0,1 0,08 0,11 0,1 0,57 <0,001
DIN/CRC 0,07 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09 0,37 <0,001
DON/CRC 0,09 0,1 0,1 0,08 0,11 0,11 0,54 <0,001
DOF/CRC 0,15 0,17 0,17 0,15 0,18 0,17 0,58 <0,001
CP/CRC 0,54 0,46 0,52 0,55 0,59 0,53 0,44 <0,001
CM/CRC 0,3 0,27 0,28 0,31 0,31 0,29 0,3 <0,001
CT/CRC 0,56 0,51 0,56 0,55 0,61 0,56 0,3 <0,001
CF/CRC 0,53 0,5 0,53 0,54 0,56 0,53 0,13 <0,001
DA/CRC 0,09 0,11 0,11 0,09 0,11 0,12 0,57 <0,001

DB/CRC 0,09 0,13 0,14 0,09 0,12 0,14 0,47 <0,001
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Apéndice 18: LDA dos machos adultos, segundo o critério de macho adulto de Feio et al. (2006), analisados por linhagens. Valores em azul sdo
valores menores do que 95 %.

Linhagem meg-1 meg-2 mil-1 mil-2 mil-4 mil-5 sax-2 tao-1 tao-2 tao-3
n 4 8 16 20 17 1 1 1 12 1 R? P
PredicOes corretas (%) 100% 100% 88% 75% 71% 100% 100% 100% 75% 100%
LC/CRC 0,42 043 042 041 043 041 042 041 042 042 017 0,027
CC/CRC 0,35 038 o041 039 o041 038 043 039 039 039 055 <0,001
DT/CRC 0,1 0,1 009 009 009 006 013 0,08 008 008 063 <0001
DO /CRC 0,11 011 o012 01 011 007 0,11 01 011 0,11 043 <0,001
DIO/CRC 0,11 0,11 0,1 0,1 01 012 011 01 011 0,09 013 0,266
DIN/CRC 0,09 009 009 008 009 008 009 009 009 01 02 0023
DON/CRC 0,1 0,1 0,1 01 o011 o011 o012 011 0411 011 0,23 0,005
DOF/CRC 0,17 017 o018 o017 018 018 018 016 0,18 0,17 0,25 0,003
CP/CRC 0,47 0,46 054 053 052 053 0,6 049 053 055 052 <0,001
CM/CRC 0,29 0,27 03 029 028 027 032 028 029 032 015 0,385
CT/CRC 0,52 051 057 05 056 055 0,59 05 056 058 046 <0,001
CF/CRC 0,53 049 054 054 054 051 058 047 053 058 0,39 <0,001
DA/CRC 0,11 0,11 o012 012 011 0,12 0,1 011 012 012 0,19 0,196

DB/CRC 0,12 013 013 o015 014 013 o012 016 014 0,15 012 0,09
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Apéndice 19: LDA dos machos adultos, segundo o nosso critério de macho adulto, analisados por espécies. Valores em azul sdo valores menores

do que 95 %.

Espécie T, lutzi T, megatympanum T, miliaris T, petropolitana T, saxatilis T, taophora
n 42 49 176 51 20 35
PredicOes corretas (%) 86% 89,80% 90% 86% 70,00% 51,43%
LC/CRC 0,36 0,43 0,42 0,37 0,42 0,42
CC/CRC 0,37 0,39 0,4 0,38 0,4 0,39
DT /CRC 0,08 0,1 0,09 0,07 0,1 0,08
DO /CRC 0,12 0,11 0,11 0,12 0,11 0,11
DIO/CRC 0,08 0,11 0,1 0,08 0,1 0,1
DIN/CRC 0,07 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09
DON/CRC 0,09 0,1 0,1 0,08 0,11 0,11
DOF/CRC 0,15 0,17 0,17 0,15 0,18 0,17
CP/CRC 0,54 0,47 0,52 0,55 0,57 0,53
CM/CRC 0,3 0,27 0,28 0,31 0,3 0,29
CT/CRC 0,56 0,51 0,56 0,55 0,58 0,56
CF/CRC 0,53 0,5 0,53 0,54 0,55 0,53
DA/CRC 0,09 0,11 0,11 0,09 0,09 0,12
DB /CRC 0,09 0,12 0,13 0,09 0,1 0,14

RZ

0,69
0,29
0,51
0,24
0,5

0,31
0,52
0,56
0,41
0,2

0,29
0,13
0,32
0,33

< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
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Apéndice 20: LDA dos machos adultos, segundo o nosso critério de macho adulto, analisados por linhagens. Valores em azul séo valores
menores do que 95 %.

Linhagem meg-1 meg-2 mil-1 mil-2 mil-3 mil-4 mil-5 sax-1 sax-2 tao-1 tao-2 tao-3
n 4 8 20 28 3 28 1 1 6 1 13 2 R? P
PredicOes corretas (%) 100% 100% 65% 57% 100% 79% 100% 100% 100% 100% 85% 100%
LC/CRC 0,42 043 041 041 042 042 041 041 042 041 042 041 011 0,302
CC/CRC 0,35 038 041 039 041 04 038 0,39 0,4 039 04 038 041 <0,001
DT/CRC 0,1 0,1 009 009 011 009 0,06 0,1 0,1 0,08 0,08 008 052 <0,001
DO/CRC 0,11 011 o012 o011 011 011 0,07 012 011 01 011 0,11 10,33 <0,001
DIO/CRC 0,11 0,11 0,1 01 o011 o011 012 0,09 011 01 011 009 016 0,176
DIN/CRC 0,09 009 009 008 009 009 008 008 009 009 009 009 021 0,002
DON/CRC 0,1 0,1 011 o011 o012 0112 0112 0211 o011 011 0,11 0411 0,14 0,056
DOF/CRC 0,17 0,17 o018 o017 019 o018 o018 017 017 o016 017 0,17 0,2 0,007
CP/CRC 0,47 046 054 053 054 052 053 059 058 049 053 055 052 <0,001
CM/CRC 0,29 027 029 029 028 028 027 032 032 028 029 031 021 0,003
CT/CRC 0,52 051 058 05 058 05 055 058 057 05 056 058 04 <0001
CF/CRC 0,53 049 053 053 055 054 051 049 054 047 053 056 024 <0,001
DA/CRC 0,11 011 o011 o011 o009 01 0212 012 009 0211 012 0,11 019 0,022

DB/CRC 0,12 013 013 0,14 0,1 012 0,13 0,1 0,1 016 014 012 015 0,168
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The Brazilian Atlantic coastal forest is one of the most heterogeneous morphoclimatic domains on earth and is
Anurans thus an excellent region in which to examine the role that habitat heterogeneity plays in shaping diversification
Cycloramphidae of lineages and species. Here we present a molecular phylogeny of the rock frogs of the genus Thoropa Cope,

Genetic diversity
Molecular markers
Thoropa

1865, native to the Atlantic forest and extending to adjacent campo rupestre of Brazil. The goal of this study is to
reconstruct the evolutionary history of the genus using multilocus molecular phylogenetic analyses. Our to-
pology reveals 12 highly supported lineages among the four nominal species included in the study. Species T.
saxatilis and T. megatympanum are monophyletic. Thoropa taophora is also monophyletic, but nested within T.
miliaris. Populations of T. miliaris cluster in five geographically distinct lineages, with low support for re-
lationships among them. Although all 12 lineages are geographically structured, some T. miliaris lineages have
syntopic distributions with others, likely reflecting a secondary contact zone between divergent lineages. We
discuss a biogeographic scenario that best explains the order of divergence and the distribution of species in
Atlantic forest and adjacent areas, and outline the implications of our findings for the taxonomy of Thoropa.

1. Introduction

The Brazilian Atlantic forest is a highly complex and heterogeneous
morphoclimatic and phytogeographic domain (Ab’Saber, 1977). It is a
global biodiversity hotspot (Mittermier et al., 1998; Morellato and
Haddad, 2000; Silva and Casteleti, 2003) and high habitat hetero-
geneity, resulting from topographic complexity and large latitudinal
range, is one of the main reasons proposed for its high biological di-
versity (Ribeiro et al., 2009; Rodriguez et al., 2015). Therefore, the
Atlantic forest is an excellent region to examine how heterogeneous
habitats contribute to diversification (Rodriguez et al., 2015). Habitat
heterogeneity has a potentially large effect on amphibian diversifica-
tion, due to their low vagility and often specialized habitat preferences
(Rodriguez et al., 2015). Indeed, the Atlantic forest is home to more
than 500 frog species (Haddad et al., 2013; Toledo et al., 2014), ac-
counting for 8.1% of the world’s known anuran diversity. More than
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E-mail address: ariadne.sabbag@gmail.com (A.F. Sabbag).
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75% of Atlantic forest anurans are endemic to the domain (Haddad
et al.,, 2013) and many of these endemic species inhabit montane en-
vironments (Cruz and Feio, 2007; Haddad et al., 2013).

Rock frogs in the genus Thoropa Cope, 1865, belong to the family
Cycloramphidae (sensu Frost, 2017) and include the following six spe-
cies endemic to Brazil: T. miliaris (Spix, 1824), T. petropolitana
(Wandolleck, 1907), T. taophora (Miranda-Ribeiro, 1923), T. lutzi
Cochran, 1938, T. megatympanum Caramaschi and Sazima, 1984, and T.
saxatilis Cocroft and Heyer, 1988. All species of the genus, except T.
megatympanum, inhabit rocky seashores, wet rocky outcrops, and
boulders and waterfalls in montane rocky streams of the Atlantic forest
(Bokermann, 1965; Cocroft and Heyer, 1988; Feio et al., 2006). Thoropa
megatympanum inhabits the Atlantic forest-Cerrado and Atlantic forest-
Caatinga ecotones (Caramaschi and Sazima, 1984) in the same kinds of
habitats as its congeners. Thoropa species have specialized breeding
requirements. Males are typically territorial and exhibit parental care of
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Fig. 1. Collection localities for Thoropa samples included in this study. Black crosses labelled TLI1-TL6 indicate type localities of T. saxatilis, T. megatympanum, T. miliaris, T. taophora, T.
lutzi and T. petropolitana, respectively. Elevation is shown in gray scale ranging from white (0-50 m above the sea level) to black (3900-3950 m above sea level).

egg clutches (Giaretta and Facure, 2004; Muralidhar et al., 2014;
Consolmagno et al., 2016), which are deposited on rocks in freshwater
seeps or at the humid rocky margins of shallow rivulets (Barth, 1956;
Bokermann, 1965; Rocha et al., 2002). Tadpoles are exotrophic and
semiterrestrial, hatching and developing in the water seeps (Barth,
1956; Bokermann, 1965).

A phylogeographic study of Thoropa miliaris and T. taophora showed
that populations of the southern T. taophora are monophyletic, and
nested within the northern T. miliaris, and inferred a north to south
expansion and differentiation within these two species (Fitzpatrick
et al., 2009). The relationships of these two species to the others in the
genus and the mechanisms potentially contributing to their
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diversification are still unknown. In this study we reconstruct a multi-
locus phylogeny for populations of all available species within the
genus Thoropa.

Our specific goals are to (1) describe the spatial distribution and
genetic diversity of species and cryptic lineages within the genus; (2)
infer the phylogenetic relationships of Thoropa species using mi-
tochondrial and nuclear markers and date divergences among species
and lineages; and (3) test for monophyly of the genus Thoropa and each
of the nominal species within the genus. We discuss our results in the
context of a biogeographic scenario that best explains the order of di-
vergence and the current distribution of species in Atlantic forest and
adjacent areas.
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2. Material and methods
2.1. Taxon sampling and data matrix assembly

The genus Thoropa is subdivided in two groups, based on morpho-
logical characters: the T. petropolitana group, with T. petropolitana and
T. lutzi, and the T. miliaris group, with T. miliaris, T. taophora, T.
megatympanum, and T. saxatilis (Feio, 2002). The Thoropa petropolitana
group is characterized by small adults (up to 30 mm), males with
nuptial spines only on finger II (numbers of fingers sensu Fabrezi and
Alberch, 1996), and tadpoles with a large abdominal disc surpassing the
lateral edge of the body and posterior portion of the abdomen (Feio,
2002). In contrast, species in the Thoropa miliaris group have medium to
large (more than 35 mm) adult body sizes, males with nuptial spines on
fingers II, III, and IV (numbers of fingers sensu Fabrezi and Alberch,
1996), and tadpoles with reduced abdominal disc (Feio, 2002). Al-
though these characteristics have been highlighted as important dif-
ferences between the two groups (Cocroft and Heyer, 1988), group
monophyly and the relationships among all nominal species have not
yet been established.

Species of the Thoropa miliaris group are common in their preferred
habitats throughout their range. Thoropa miliaris and T. taophora occur
in the Atlantic forest of southeastern Brazil: T. miliaris has a broader
distribution in the states of Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, and Rio
de Janeiro (Frost, 2017), occurring from rocky seashores to 1500 m
above sea level, while T. taophora is restricted to eastern mountains and
coastal areas in the state of Sao Paulo (Feio et al., 2006). Thoropa
megatympanum occurs in the Serra do Espinhago mountain range in the
states of Minas Gerais and Bahia, where they are found in campo ru-
pestre (rupestrian grasslands, sensu Silveira et al., 2015) at the ecotone
between the Atlantic forest and Cerrado (Caramaschi and Sazima,
1984). Thoropa saxatilis is the species with the southernmost distribu-
tion, occurring in the Serra Geral mountain range, in the states of Santa
Catarina and Rio Grande do Sul (Cocroft and Heyer, 1988).

Species of the Thoropa petropolitana group are far less common.
Thoropa petropolitana was known from mountain sites (more than 700 m
above the sea level) in the Serra dos C)rgéos, state of Rio de Janeiro, and
T. lutzi was known to occur in the states of Rio de Janeiro and Espirito
Santo (Bokermann, 1965). Thoropa petropolitana has not been recorded
for more than 40 years and T. lutzi disappeared from the state of Rio de
Janeiro, but can still be found in Parque Nacional do Caparaé and in the
municipalities of Alegre and Muniz Freire, state of Espirito Santo (Feio,
2002; J.L. Gasparini pers. obs.).

We sampled throughout the distributions of Thoropa saxatilis, T.
megatympanum, T. miliaris, and T. taophora (Fig. 1), including topotypic
specimens of T. miliaris (municipality of Rio de Janeiro, state of Rio de
Janeiro), T. megatympanum (Serra do Cip6, municipality of Santana do
Riacho, state of Minas Gerais), and T. taophora (Paranapiacaba, muni-
cipality of Santo André, state of Sao Paulo). We were unable to find
topotypic specimens of T. saxatilis (road from municipality of Bom
Jardim da Serra to municipality of Lauro Miiller, state of Santa Cat-
arina), and the closest locality sampled was from the municipality of
Timbé do Sul (state of Santa Catarina, around 60 km in straight line to
the type locality). We also included one tissue sample of a small juve-
nile stored directly in 100% ethanol, identified morphologically as T.
lutzi, collected in municipality of Alegre, state of Espirito Santo (Fig. 1).
We did not include topotypic specimens of T. lutzi (Recreio dos Ban-
deirantes, municipality of Rio de Janeiro, state of Rio de Janeiro) or any
specimens of T. petropolitana (municipality of Petrépolis, state of Rio de
Janeiro) because no other tissue samples are available for those two
rare species.

We gathered tissue samples from herpetological collections and
from our own field efforts, and supplemented those with sequences
obtained from GenBank. During field trips, we collected liver, muscle
tissue, or toe clips, stored in 100% ethanol at —20 °C. Voucher speci-
mens for most of the samples are deposited in Brazilian collections
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(Appendix A.1). Tissue samples without voucher specimens are ar-
chived in the tissue collection of Colecdo de Anfibios Célio F. B.
Haddad, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, Sao Paulo state
(CFBH-T) and at Cornell University (Ithaca, NY, USA).

2.2. Laboratory protocols

We assembled two multilocus matrices for analyses at two scales,
one to analyze genetic diversity and phylogenetic relationships between
species within the genus Thoropa (herein called matrix A) and the other
to test the monophyly of the genus (matrix B). Matrix A included five
gene fragments for 46 individuals of the Thoropa miliaris group (T.
megatympanum, T. miliaris, T. saxatilis, and T. taophora) and four
Cycloramphidae species (Cycloramphus boraceiensis, C. dubius, C. eleu-
therodactylus, and Zachaenus parvulus) plus Proceratophrys boiei as out-
group taxa. We rooted this tree with P. boiei (Appendix A.1). In contrast,
matrix B included ten gene fragments for 13 samples from the four
species of T. miliaris group (T. megatympanum, T. miliaris, T. saxatilis,
and T. taophora), the single sample of T. lutzi from the state of Espirito
Santo, and 33 species as outgroups (Appendix A.2). Outgroups for both
matrices were chosen based on phylogenies published by Frost et al.
(2006), Grant et al. (2006), Pyron and Wiens (2011), Fouquet et al.
(2013), Blotto et al. (2013), Faivovich et al. (2014), and Castroviejo-
Fisher et al. (2015).

We used the Qiagen DNeasy® Blood and Tissue kit (Qiagen Inc.) to
extract total DNA, following the manufacturer’s protocol. Extracted
DNA was used directly (or diluted to 0.5-1 ng/pl in Mili-Q® water) for
amplifications. For matrix A, we PCR amplified three mitochondrial and
two nuclear gene fragments: the 3’ fragment of the ribosomal gene
encoding 16S rRNA amplified with primers 16Sar-L and 16Sbr-H
(Palumbi et al., 1991) (16S-ARBR), a fragment of the gene encoding
NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2), the 5’ region of the gene en-
coding cytochrome c oxidase subunit 1 (COD), a fragment of the intron 1
of the fibrinogen A alpha polypeptide gene (FGA), and a fragment of the
recombination activating gene 1 (RAGI). For matrix B we used eight
mitochondrial and three nuclear DNA fragments: 12S rRNA (12S),
tRNA-Val, 16S rRNA (16S), tRNA-Leul, NADH dehydrogenase the sub-
unit 1 (ND1), tRNA-Ile, COI, RAG1, a fragment of the proopiomelano-
cortin gene (POMC) and a fragment of exon 1 of the rhodopsin gene
(RHO) (Supplementary Material SI.1). PCR reaction conditions are in
Supplementary Material SI.2. We purified positive amplicons and se-
quenced them in both directions using BigDye v.3.1® (Applied Biosys-
tems) sequencing kits at Macrogen Inc. (Seoul, South Korea), Centro de
Estudos de Insetos Sociais (UNESP, Rio Claro, SP, Brazil), or at the
Cornell University Genomics Facility (Ithaca, NY, USA). We cleaned
sequences, removed primer sequences, and built consensus sequences
for each fragment and each individual using Sequencher v.4.5 (Gene
Codes). We aligned sequences of each fragment separately with the
software Muscle (Edgar, 2004) implemented in MEGA v.6 (Tamura
et al., 2013), using default parameters (gap open penalty: —400; gap
extend penalty: 0; maximum iterations: 8; clustering method: UPGMB).
We translated the coding genes (ND1, ND2, COI, POMC, RAG1, and
RHO) to verify the absence of frameshifts and premature stop codons.

2.3. Phylogenetic inferences and genetic diversity

For phylogenetic inferences using matrix A, we conducted four
different analyses: one concatenating mitochondrial and nuclear frag-
ments (16S-ARBR, ND2, COI, FGA, and RAG1), a second including only
the mitochondrial fragments (16S-ARBR, ND2, and COI), and one for
each nuclear fragment (FGA and RAGI). For phylogenetic inferences
using matrix B we conducted a single analysis with all gene fragments
concatenated. Concatenated matrices were built in Mesquite v.3.03
(Maddison and Maddison, 2015). We estimated the best-fit nucleotide
evolution model for each gene fragment (or codon position) and the
best partition strategy using Bayesian Information Criterion (BIC;
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Schwarz, 1978) in PartitionFinder v.1.1.1 (Lanfear et al., 2012).

We inferred phylogenies using MrBayes v.3.1.2 (Ronquist and
Huelsenbeck, 2003) with 100 million generations, two parallel runs,
and eight Markov chains for each run. The priors were unlinked for all
partitions, and as follows: Dirichlet distribution prior for state fre-
quencies and substitution rates; uniform distribution prior for gamma
shape and for the proportion of invariable sites; variable partition rates;
and branch lengths unconstrained. Trees were sampled each 1000
generations and the first 25% of trees were discarded as burn-in. Ana-
lyses were run at the CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010). To
diagnose convergence of the runs, we used four criteria: the standard
deviation of split frequencies (SDSF) lower than 0.01; the Potential
Scale Reduction Factor (PSRF +) close to 1.0; a stable plot of the gen-
erations versus the log likelihood values; and examination of the output
log in Tracer v.1.6 (Rambaut et al., 2014; Ronquist et al., 2005). We
inferred a 50% majority rule consensus tree and considered posterior
clade probabilities (PP) higher than 0.95 as indicative of strong nodal
support (Alfaro et al., 2003; Erixon et al., 2003). We visualized and
edited trees in FigTree v.1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/
figtree).

To identify significantly divergent lineages in our tree, we used
geographic concordance, node support, branch lengths, and the tree
topology. To calculate average genetic distances within and between
species and within and between lineages for two fragments used in
matrix A (16S-ARBR and COI), we used uncorrected p-distance with
pairwise deletion and 1000 replicates of bootstrap in software MEGA
v.6 (Tamura et al., 2013).

2.4. Coalescent-based species tree

We reconstructed a coalescent-based species tree using *Beast
(Heled and Drummond, 2010), and estimated time to the most recent
common ancestor (tyrca), in the software BEAST v.2.3 (Bouckaert
et al., 2014). We prepared the input file with the BEAUti utility, using
only the 35 terminal taxa from matrix A that possessed all five gene
fragments sequenced (Appendix A.1).

We used the package bModelTest (Bouckaert, 2015) to find the best
models of nucleotide evolution for each gene fragment, partitioned or
not by codon positions, for each data set. BEAST v.2.3 runs the *Beast
analysis concomitantly with nucleotide substitution model selection
through the bModelTest package. Lineages were assigned as “species”
in a mapping file (required by BEAUti) following the phylogenetic tree
inferred using matrix A. We performed the analysis without outgroup,
and including sites with missing data. The best partition scheme did not
include partition by codon, and each fragment was set for an in-
dependent nucleotide evolution model. We used strict clock for 16S-
ARBR and ND2, and lognormal relaxed clock (Drummond et al., 2006)
for COI, FGA, and RAGI1. We also adopted the Yule speciation process
and unchecked the function “fix mean substitution rates” for each gene
partition. Rates of nucleotide evolution were set to “estimate”, except
for ND2 fragment, to which we applied the instantaneous rate of
0.00957 base changes per lineage per million years (Crawford, 2003).

The best-fitting parameters were established after preliminary
searches including different datasets (with and without outgroups and
sites with missing data), best model of molecular clock rate variation,
best tree model prior, and best partition schemes. Performance and
accuracy were checked in Tracer v.1.6 (Rambaut et al., 2014) and an
analysis was considered reliable if all ESS values were higher than 200
(Rambaut et al., 2014). Final analyses included one run of 100 million
generations, sampled each 10 000 generations. The final maximum
clade credibility tree was generated with TreeAnnotator v.2.3
(Bouckaert et al., 2014), discarding 10% as burn-in and using median
node heights.

Molecular Phylogenetics and Evolution 122 (2018) 142-156

3. Results
3.1. Phylogenetic inferences and genetic diversity

For matrix A, including the outgroup, the mitochondrial con-
catenated alignment consisted of 2288 bp, the alignment of FGA was
535bp long, the alignment of RAG1 was 429 bp long, and the total
concatenated alignment (mitochondrial and nuclear) consisted of
3252 bp. For matrix B, also including outgroups, the mitochondrial
concatenated alignment consisted of 4330bp and the total con-
catenated alignment (mitochondrial and nuclear) consisted of 5576 bp.
The models of nucleotide substitution found for the fragments through
BIC (Schwarz, 1978) and the best partition scheme are shown in Sup-
plementary Material SI.3, for both matrices. The number of partitions
identified by PartitionFinder v.1.1.1 was eight both for matrix A and
matrix B.

3.1.1. Diversity of the Thoropa miliaris group

The Bayesian consensus tree inferred from the concatenated (mi-
tochondrial + nuclear) dataset of matrix A showed that Thoropa species
form a monophyletic group in relation to the outgroup species, with
high PP values (Fig. 2). The other trees (mitochondrial, FGA, and RAG1)
also recovered Thoropa as monophyletic (Supplementary Material SI.4,
SL.5, and SL.6). The nuclear gene trees recovered only T. saxatilis as
monophyletic. The species Thoropa megatympanum, T. saxatilis, and T.
taophora were recovered as monophyletic in all concatenated phylo-
genetic analyses (mitochondrial + nuclear, and only mitochondrial).
However, Thoropa miliaris was recovered as paraphyletic in relation to
T. taophora, and populations of this species clustered in five well sup-
ported cryptic lineages (Fig. 2).

Thoropa saxatilis included two well supported and distinct lineages,
both distributed in the slopes of the Serra Geral: sax-1, a northern
lineage from municipality of Timbé do Sul in the state of Santa
Catarina; and sax-2, a southern lineage distributed throughout the
states of Santa Catarina and Rio Grande do Sul (Fig. 3), approximately
40km distant from each other. Thoropa megatympanum included two
well supported lineages (meg-1 and meg-2; Fig. 2) distributed in the
northern and southern portions of Serra do Espinhaco, respectively
(Fig. 3). The topotype (from Santana do Riacho, Minas Gerais state)
belongs to the southern meg-2 lineage.

Thoropa miliaris is composed of five well-supported lineages, al-
though paraphyletic in their relationship to T. taophora (Fig. 2): lineage
mil-1, distributed in southern Espirito Santo state; lineage mil-2, dis-
tributed in montane regions of the states of Bahia, Minas Gerais,
Espirito Santo and Rio de Janeiro; lineage mil-3, distributed in central
and southern regions of Espirito Santo; lineage mil-4, located in
northern Serra dos Orgéos in the state of Rio de Janeiro; and lineage
mil-5 distributed primarily in the state of Rio de Janeiro, including
coastal populations and the topotype sample of T. miliaris (Fig. 3). Fi-
nally, Thoropa taophora is composed of three lineages: tao-1, distributed
in the northern coastal regions of the state of Sao Paulo; tao-2, dis-
tributed in southern coastal regions of the state of Sao Paulo, and in-
cluding the topotype specimen of T. taophora; and tao-3, from Estacao
Ecolégica Juréia-Itatins, a coastal site in southern Sao Paulo state.

We found five localities where lineages of T. miliaris were syntopic
(Santa Maria Madalena, Rio de Janeiro state; Santa Teresa, Cachoeiro
do Itapemirim, and Domingos Martins, Espirito Santo state; Carangola,
Minas Gerais state) and one region of syntopy of lineages mil-5 of T.
miliaris and tao-1 of T. taophora (Paraty, Rio de Janeiro state) (Fig. 2).

According to our analyses, the deepest phylogenetic split separates
Thoropa saxatilis from all other Thoropa, with T. megatympanum forming
the sister lineage to five lineages of T. miliaris plus T. taophora (Fig. 2).
Both nuclear fragments and the concatenated analyses recovered the
same results. Thoropa miliaris and T. taophora form a complex of poorly
resolved populations. Lineages mil-1 and mil-2 are sister lineages
(PP = 92), and combined form the sister taxon (PP = 100) to the
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Fig. 2. Phylogeny of Thoropa species based on concatenated (mitochondrial + nuclear) dataset (matrix A) and Bayesian Inference (50% majority rule consensus). Numbers at each node
represent posterior probabilities. Terminals in bold represent topotype specimens for T. megatympanum, T. miliaris, and T. taophora. The symbol // indicates branch lengths that are not to
scale. Samples CFBH 30,616 and CFBH 31,105 were identified as Thoropa miliaris because of their collection locality (Paraty, Rio de Janeiro), but belong to T. taophora, thus we renamed
them. The codes BA, MG, ES, RJ, SP, SC, RS refer to the states of Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Santa Catarina, and Rio Grande do Sul, respectively.

remaining lineages (mil-3 + mil-4 + mil-5 + T. taophora). Mil-3, in
turn, is the sister lineage of mil-4 + mil-5 + T. taophora, again with low
support (PP = 69, Fig. 2). Mil-4 + mil-5 + T. taophora form a well-
supported clade (PP = 100).

The average genetic distances found between pairwise species
ranged from 4.4 to 8.1% for 16S-ARBR and 13.5 to 17% for COI
(Table 1). The intraspecific genetic distances ranged from 1.1 to 3.1%
for 16S-ARBR and from 3.5 to 11.4% for COI. The genetic distances
among lineages varied from 1.1 to 9.4% for 16S-ARBR and from 3.7 to
17.8% to COI (Table 1). Within lineages they varied from 0.0 to 2.0%
for 16S-ARBR and from 0.2 to 9.7% to COI (Table 1).

3.1.2. Monophyly of the genus Thoropa

The Bayesian consensus tree from the concatenated (mitochondrial
and nuclear) analysis of matrix B showed that the genus Thoropa is not
monophyletic, as T. lutzi was recovered as the sister lineage of
Cycloramphus + Zachaenus with high PP support (Fig. 4). The Thoropa
miliaris group is monophyletic, and the sister taxon of this clade is
composed of Cycloramphus + Zachaenus + T. lutzi. Within the T. miliaris
group, most of the relationships were recovered with PP higher than in
the analyses of matrix A. The only node with low PP was the node
uniting mil-5 and T. taophora (78%). The families Aromobatidae, Ba-
trachylidae, Bufonidae, Centrolenidae, Ceratophryidae, Cyclor-
amphidae, Dendrobatidae, Hylidae, Hylodidae, Leptodactylidae,
Odontophrynidae and Rhinodermatidae were each recovered as
monophyletic. Alsodidae is the only family not recovered as mono-
phyletic, because Limnomedusa macroglossa was recovered as the sister
taxon of Odontophrynidae.
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3.2. Coalescent-based species tree

The *Beast species tree showed a similar topology to the matrix A
phylogeny based on concatenated data, but with differences in PP
(Fig. 5). The best-fit models of nucleotide evolution inferred by bMo-
delTest are in SI.7. The topology recovered the two lineages of Thoropa
saxatilis (sax-1 + sax-2) form the sister group to the remaining species;
two lineages of T. megatympanum (meg-1 + meg-2) form the sister
group to T. miliaris + T. taophora; mil-3 as the sister lineage to the other
four lineages of T. miliaris + T. taophora; mil-1 as the sister lineage of
mil-2, mil-5, mil-4, and T. taophora; mil-2 as the sister lineage of mil-5;
mil-2 + mil-5 form the sister group to mil-4 and T. taophora; tao-1 as
the sister lineage to tao-2; and tao-1 + tao-2 as the sister group to tao-3.

Estimates of times to the most common ancestor (tyrca) showed
that divergences within Thoropa span a large timeframe, ranging from
the Oligocene to the Pleistocene (Fig. 5). The common ancestor of the
four species dates to the Oligocene. The common ancestor between the
two lineages of Thoropa megatympanum and the common ancestor
among the three lineages of T. taophora date to the Pliocene-Pleisto-
cene, and the common ancestor of tao-1 and tao-2 dates to the Pleis-
tocene.

4. Discussion

This is the broadest phylogenetic study of species in the genus
Thoropa published to date. Additionally, the inclusion of the single
available sample of T. lutzi raised doubts about the monophyly of the
genus (see discussion below). Combined, the trees derived from mi-
tochondrial and nuclear markers resolve relationships within Thoropa at
different levels of divergence. The mitochondrial tree showed the
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Fig. 3. Distribution of Thoropa samples, in different Brazilian states, identified to species (symbols) and to lineage (colors). Symbols labelled TL1-TL6 indicate type localities of T. saxatilis,
T. megatympanum, T. miliaris, T. taophora, T. lutzi and T. petropolitana, respectively. Black crosses represent type localities not sampled in this study. Localities where lineages occur in
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interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

monophyly of T. saxatilis, T. megatympanum, T. taophora, and also
showed a paraphyletic T. miliaris with respect to T. taophora. The nu-
clear markers alone revealed well supported deeper divergences within
the genus, especially the early split of T. saxatilis and T. megatympanum
from other Thoropa.

4.1. Biogeography of diversification in Thoropa
Our data indicate that diversification of Thoropa began with a north-

south split (between T. saxatilis and the other species). The distribu-
tional gap between T. saxatilis and the most southern locality of T.
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taophora (Peruibe and Iguape, state of Sao Paulo) as well as its ancient
separation from other species in the group corroborate this observation.
This split was followed by a west-east division, with the separation
between T. megatympanum and the complex T. miliaris + T. taophora.
This pattern of diversification corroborates the hypothesis of allopatric
speciation of Thoropa species from a widespread ancestor proposed by
Cocroft and Heyer (1988), although the speciation events were older
than they postulated. Subsequently, the diversification of T. mili-
aris + T. taophora extended to the coast, in a process that likely in-
cluded both vicariance and dispersal. Despite the long process of di-
versification of lineages, the distribution of Thoropa species is still
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Table 1
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Average uncorrected p-distances (percentage, with standard errors in parentheses), within species (diagonal) and between species (below diagonal), and within lineages (diagonal) and
between lineages (below diagonal), calculated from 16S-ARBR and COI fragments. (a) Within and between species for 16S-ARBR fragment. (b) Within and between species
for COI fragment. (c) Within and between lineages for 16S fragment. (d) Within and between lineages for COI fragment.

(a) 16S-ARBR fragment, by species

Species N T. saxatilis T. megatympanum T. miliaris T. taophora
T. saxatilis 4 2.0 (0.4)

T. megatympanum 6 8.1 (1.0) 1.2 (0.3)

T. miliaris 27 6.7 (0.9) 6.4 (0.8) 3.1 (0.5)

T. taophora 9 7.4 (1.0) 7.4 (0.9) 4.4 (0.7) 1.1 (0.3)
(b) COI fragment, by species

Species N T. saxatilis T. megatympanum T. miliaris T. taophora
T. saxatilis 4 6.6 (0.8)

T. megatympanum 6 14.6 (1.2) 3.9 (0.5)

T. miliaris 24 16.3 (1.2) 16.0 (1.1) 11.4 (0.9)

T. taophora 7 17.0 (1.2) 15.9 (1.3) 13.5 (1.0) 3.5 (0.5)
(c) 16S-ARBR fragment, by lineage

Lineage N sax-1 sax-2 meg-1 meg-2 mil-1 mill-2 mil-3 mil-4 mil-5 tao-1 tao-2 tao-3
sax-1 1 -

sax-2 3 3.7 (0.9) 0.3 (0.2)

meg-1 2 9.4 (1.4) 7.2 (1.0) 1.1 (0.4)

meg-2 4 9.4 (1.4 7.9 (1.1) 1.7 (0.5) 0.7 (0.3)

mil-1 4 7.8 (1.2) 7.8 (1.1) 7.3 (1.0) 7.1 (1.0) 2.0 (0.4)

mil-2 10 7.0 (1.2) 6.6 (1.1) 6.0 (0.9) 6.6 (1.0) 3.6 (0.6) 1.3 (0.3)

mil-3 3 8.0 (1.3) 6.5 (1.1) 5.5 (0.8) 5.9 (0.9) 4.4 (0.8) 3.3 (0.6) 1.9 (0.49)

mil-4 2 6.7 (1.2) 5.9 (1.0) 6.0 (1.0) 6.3 (1.0) 3.9 (0.8) 3.0 (0.6) 3.1 (0.7) 0.2 (0.2)

mil-5 8 710.1) 6.0 (0.9) 6.0 (0.9) 6.3 (0.9) 4.0 (0.7) 3.8 (0.6) 4.0 (0.7) 2.5 (0.6) 1.6 (0.4)

tao-1 2 8.2 (1.2) 7.1 (1.1) 6.8 (0.9) 7.3 (1.0) 5.6 (0.9) 4.4 (0.8) 4.2 (0.8) 3.4 (0.8) 4.6 (0.8) 0.0 (0.0)

tao-2 5 7.5 (1.2) 7.4 (1.1) 7.1 (1.0) 7.4 (1.0) 5.6 (0.9) 4.3 (0.7) 4.6 (0.8) 3.4 (0.7) 4.4 (0.8) 1.1 (0.4) 0.5 (0.2)

tao-3 2 7.2 (1.1) 7.6 (1.1) 7.5 (1.1) 81(.1) 5.0 (0.8) 4.0 (0.7) 4.8 (0.8) 3.2(0.7) 4.2 (0.8) 2.0 (0.6) 1.7 (0.5) 0.0 (0.0)
(d) COI fragment, by lineage

Lineage N  sax-1 sax-2 meg-1 meg-2 mil-1 mil-2 mil-3 mil-4 mil-5 tao-1 tao-2 tao-3
sax-1 1 -

sax-2 3 10.7 (1.1) 2.5 (0.5)

meg-1 2 15.2 (1.5) 147 (1.3) 4.4 (0.8)

meg-2 4 15.0 (1.5) 143 (1.4) 5.4(0.7) 1.8 (0.4)

mil-1 3 16.4 (1.4) 16.3 (1.4) 16.9 (1.5) 16.8 (1.5) 5.7 (0.7)

mil-2 9 17.0 (1.4) 16.5(1.3)  15.5(1.3) 158 (1.4) 11.5(1.1) 6.8 (0.6)

mil-3 2 15.3 (1.49) 17.3(1.4) 159 (1.2) 16.4 (1.3) 13.2 (1.0) 141 (1.1) 9.7 (1.2)

mil-4 2 15.7 (1.5) 16.6 (1.3) 15.7 (1.3) 16.8 (1.4) 12.9 (1.2) 13.9 (1.3) 13.0 (1.2) 0.5 (0.3)

mil-5 8 15.3 (1.3) 15.8 (1.3)  16.3 (1.3) 155(1.3) 13.2(1.1) 13.4 (1.1) 133 (1.1) 123 (1.1) 5.3 (0.6)

tao-1 2 16.2 (1.5) 17.8 (1.3) 17.4 (1.5) 17.4 (1.5)  15.4 (1.3) 142 (1.2) 13.2(1.2) 12.0 (1.3) 11.9(1.1) 0.2(0.2)

tao-2 4 16.7 (1.5) 17.2 (1.4) 15.5 (1.4) 15.8 (1.5) 15.1 (1.3) 14.7 (1.2) 13.4 (1.1) 12.4 (1.2) 12.6 (1.1) 3.7 (0.7) 1.0 (0.3)

tao-3 1 143 (1.4) 16.2 (1.5) 13.8 (1.3) 13.9 (1.3) 15.2 (1.5) 13.3 (1.2) 11.8 (1.2) 10.7 (1.4) 11.4 (1.1) 6.8 (0.9) 6.3 (1.0) -

highly associated with rocky seashores or wet rocky outcrops near
mountain formations, which indicates that this habitat preference is
probably the ancestral state for the genus. The deep diversification
times found for Thoropa species are similar to those found in many
other South American amphibians, beginning in late Oligocene and
continuing through the early Pliocene (Rull, 2008). Similar temporal
patterns were found in Adenomera (Fouquet et al., 2014) and Lepto-
dactylus (Fouquet et al., 2013).

The disjunct distribution of Thoropa saxatilis in relation to other
species in this genus may be explained by paleogeographic changes to
the landscape during the Miocene and Pliocene (Rull, 2008). Thoropa
saxatilis and T. megatympanum have remained largely geographically
isolated from all other species, except for a small contact zone between
T. megatympanum and T. miliaris (mil-2), in Catas Altas, Minas Gerais
state, and other known localities in the Espinhaco mountain range in
Minas Gerais state (Feio et al., 2006). These cases of syntopy seem to
represent secondary contact of T. miliaris and T. megatympanum
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following the west-east vicariance.

Populations of Thoropa miliaris and T. taophora show a more com-
plex scenario of diversification. Given the largely allopatric geographic
distributions of T. miliaris lineages and T. taophora, and the paraphyly of
T. miliaris, we also consider vicariance for the split between the two
forms, followed by secondary contact of lineages in some localities
where the species are syntopic. This posterior contact may have oc-
curred naturally, following past expansion and retraction hypothesized
for Atlantic forest due to climatic oscillations (Carnaval and Moritz,
2008). Another possibility for syntopic distributions of T. miliaris
lineages is anthropogenic mediated migration, but this latter hypothesis
can only be ruled out after we have a better understanding of the
geographic distributions of lineages. The split between Thoropa miliaris
lineages and T. taophora occurred sometime between 15.5 and 4.0
million years in the late Miocene or early Pliocene (Fig. 5). However,
this split was not accompanied by morphological change, as T. miliaris
and T. taophora do not have any diagnostic morphological phenotypes
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Fig. 4. Phylogeny based on concatenated (mitochondrial + nuclear) dataset (matrix B) and Bayesian Inference (50% majority rule consensus) for Thoropa species and outgroups.
Numbers at each node represent clade posterior probabilities. The branches leading to Stefania evansi are not to scale. Sample CFBH 31105 was identified as Thoropa miliaris because of its
collection locality (Paraty, Rio de Janeiro), but it has been renamed T. taophora. The codes MG, ES, RJ, SP, SC, RS refer to the states of Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Santa Catarina, and Rio Grande do Sul, respectively. Color coded lineages of Thoropa are as shown in Fig. 3. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)

(Feio et al., 2006).

The more recently derived lineages of Thoropa miliaris + T. taophora
complex (mil-5, tao-1, tao-2, and tao-3) include populations that reach
the coast of Brazil and inhabit rocky seashores. Seashores are an odd
environment for an amphibian and few species are known to tolerate
high-salinity habitats (Abe and Bicudo, 1991; Gordon et al., 1961;
Romspert and McClanahan, 1981). Nonetheless, the two lineages have
evolved to occupy saline microhabitats and although these populations
live in hostile environments, they are locally abundant (Bokermann,
1965; Brasileiro et al., 2010).

Additionally, Thoropa saxatilis, T. megatympanum, and T. taophora
may also be experiencing ongoing diversification as our topology
showed geographical structure within these species (sax-1 and sax-2;
meg-1 and meg-2; tao-1, tao-2, and tao-3). The north-south divergence
in T. taophora was identified by Fitzpatrick et al. (2009), with the
possibility of a southern Sao Paulo refugium forming the third lineage
(“Juréia” = tao-3; Carnaval et al., 2009). Our data including the four
Thoropa species corroborate that the distribution of habitats may play
an important role in genetic connectivity or discontinuity of lineages
and species (Fitzpatrick et al., 2009).

4.2. On the monophyly of Thoropa

Although Cycloramphidae was recovered as a monophyletic family,
its relationships with the other families remain poorly resolved, as
found in previous studies (Grant et al., 2006; Pyron and Wiens, 2011;
Fouquet et al., 2013; Blotto et al., 2013; and Faivovich et al., 2014).
Clearly, the higher-level systematics of Athesphatanura needs further
study.

The inclusion of a sample of T. lutzi resulted in the potential para-
phyly of the genus Thoropa (Figs. 2 and 4), with the single T. lutzi
sample more closely related to Cycloramphus plus Zachaenus than to
other members of the genus Thoropa. The position of this sample in the
phylogeny raises interesting questions about the phylogenetic re-
lationships of these three genera. For example, an externally non-visible
tympanum is a synapomorphy for Cycloramphus + Zachaenus (Verdade,
2005), and in our sample of T. lutzi, the tympanum is visible. This in-
dicates that this feature might have two independent origins in Cy-
cloramphidae and is thus not a synapomorphy for Cycloramphus, or that
the Cycloramphidae ancestor had a visible tympanic membrane but it
was lost in Cycloramphus + Zachaenus.

We cannot discard the possibility that our sample of Thoropa lutzi is
not T. lutzi sensu stricto, because we did not analyze samples from T. lutzi
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Fig. 5. Topology inferred from coalescent species tree analysis treating each lineage of Thoropa as distinct population, with respective tyrca for each node. Numbers above nodes indicate
posterior probabilities, and numbers below nodes indicate average tyrca (in millions of years — “My”). Blue bars indicate standard deviations of tyrca.

type locality. Feio (2002) studied the morphology of a population from
municipality of Muniz Freire (state of Espirito Santo), near the Alegre
population we sampled, and found some morphological differences
from the type series of T. lutzi. To test these relationships, we need more
extensive sampling, with systematic analyses of molecular and mor-
phological features, to infer the probable synapomorphies of Thoropa.
Meanwhile, we recommend that this sample be designated as Thoropa
cf. lutzi, until we can further clarify its taxonomic position.

4.3. Paraphyly and taxonomic considerations in Thoropa

Previous studies on the underestimation of diversity of frog species
revealed thresholds of uncorrected p-distances that could be used to
recognize “candidate species”, based on the most commonly used bar-
code gene fragments for amphibians (16S-ARBR and COI) (e.g., Vences
et al., 2005a; Vences et al., 2005b; Fouquet et al., 2007). For 16S-ARBR,
a threshold of 5% (Vences et al., 2005a) or 3% (Fouquet et al., 2007) of
divergence have been used, while for COI the proposed threshold is
10% (Vences et al., 2005b). These levels of sequence divergence be-
tween lineages might correspond to different species and not merely
intraspecific genetic variation.

If we analyze the four recognized species in our study, every value
calculated for 16S-ARBR is higher than 3% (threshold sensu Fouquet
et al., 2007), and only one value (4.4%, between Thoropa miliaris and T.
taophora) is slightly smaller than 5% (threshold sensu Vences et al.,
2005a). Thus, in general, the four nominal species are well supported,
although T. miliaris and T. taophora might be considered synonyms if
the threshold for 16S-ARBR is considered strictly. Our data show some
evidence of deep intraspecific divergences within species. When com-
paring lineages within each species, they all differ genetically by less
than 3% (sensu Fouquet et al., 2007) and less than 5% (sensu Vences
et al., 2005a) for 16S-ARBR, and less than 10% for COI, with one ex-
ception. The genetic distance of COI among lineages within T. miliaris is
slightly higher at 11.4%, which could indicate that T. miliaris contains

high internal diversity and represents a species complex.

With respect to genetic distances between species estimated from
the 16S-ARBR fragment, our values (4.4-8.1) are similar to those found
in studies of Proceratophrys (1-11%, Dias et al., 2013), Osteocephalus
(0.6-6.1%, Jungfer et al., 2013), Physalaemus (1.2-11.7%, Lourenco
et al., 2015), Ceratophryidae (0.4-7.2%, Faivovich et al., 2014), and
Oreobates (2.8-11.7%, Padial et al., 2008). For the COI fragment, our
between-species values (13.5-17.0) are higher than the values pub-
lished for species of Alsodes and Eupsophus (Blotto et al., 2013). Thus,
species delimitation in Thoropa is well defined, even considering the T.
miliaris + T. taophora complex.

Lineages of Thoropa miliaris and T. taophora may represent an on-
going diversification in this species complex, with T. miliaris being a
“paraphyletic species” (see Horandl and Stuessy, 2010; Schmidt-
Lebuhn, 2012; Stuessy and Horandl, 2014 for discussion). In a review of
the occurrence of paraphyly and polyphyly in animal phylogenies of
mitochondrial DNA, Funk and Omland (2003) found 21.3% of amphi-
bian topologies exhibiting paraphyly or polyphyly. Similarly, 22% of
Amazonia-Guianas amphibians exhibit a paraphyletic topology in
phylogenies (Fouquet et al., 2007). Even with high genetic distances,
the existence of syntopy between lineages of Thoropa miliaris and T.
taophora makes it difficult to infer species limits. Moreover, the T.
miliaris + T. taophora complex has high phenotypic variation (Feio
et al., 2006), precluding unambiguous diagnosis of species lineages,
because of extensive morphometric and morphological overlap found in
the OTUs (Feio et al., 2006). Thoropa miliaris and T. taophora surely
represent a species complex, and this lineage needs further study, with
a focus on systematics and population genetics.

Combined, our analyses underscore the high genetic diversity of
lineages endemic to the Atlantic forest and adjacent regions. The high
degree of geographic isolation among species and lineages and the re-
latively old age of these divergence events indicate that high habitat
heterogeneity and a dynamic history of climatic change have structured
diversification in this genus. Our study shows the importance of
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inferring these spatial processes to clarify taxonomy and species di-
versity, and the processes that might threaten species conservation in
tropical biomes.
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Appendix A

Appendix A.1. Samples of Thoropa and outgroup species used in this study (matrix A), with accession numbers, collection localities (“simplified
locality, municipality, state” or “municipality, state”), coordinates, GenBank accession numbers, and lineage membership. Samples in bold are
topotype specimens. Asterisks indicate samples used in Fitzpatrick et al. (2009). Crosses indicate samples used also in matrix B, and full circles
indicate samples used in coalescent species tree analysis. Samples originally recorded as T. miliaris, but considered as T. taophora because of their
topology position, are shown with superscript “a”. Voucher specimens are deposited in Cole¢do de Anfibios Célio F. B. Haddad, Universidade
Estadual Paulista, Rio Claro, Sao Paulo (CFBH); Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro (MNRJ); Museu de Zoologia
da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo (MZUSP); Museu de Zoologia Jodo Moojen de Oliveira, Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas
Gerais (MZUFV); Colecao Herpetoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais (UFMG); Museu de Ciéncias Nat-
urais, Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais (MCNAM); and Museu de Ciéncias e Tecnologia, Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul (MCP). Collection abbreviations follow Sabaj Pérez (2014).Appendix
A.2. Samples of Thoropa and outgroup species used in this study (matrix B) sorted by family, with collection numbers and GenBank accession
numbers. Samples in bold are Thoropa topotype specimens. Samples originally recorded as T. miliaris, but considered as T. taophora because of their
topology position, are shown with superscript “a”. Voucher specimens are deposited in Cole¢do de Anfibios Célio F. B. Haddad, Universidade
Estadual Paulista, Rio Claro, Sao Paulo (CFBH); Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro (MNRJ); Museu de Zoologia
da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo (MZUSP); and Museu de Ciéncias e Tecnologia, Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul (MCP). Collection abbreviations follow Sabaj Pérez (2014).



Molecular Phylogenetics and Evolution 122 (2018) 142-156

A.F. Sabbag et al.

rd ‘eus[epeiN
eLIRIAl BlURS ‘oueSuasag op 0d1d o ered

¢ — 6L966LDIN 8E966LDOIN VTLE66LDIN 00966LDON O016916°'TF¥— 0I€088°IC— ey[Ly ‘ouedussa(] op [enpelsy anbied +S08¢C HAAD SHpI
Yy ‘eus[epeiy
eLIR]A BIURS ‘9qUI] Op 033ss0s o ered

STW  4//66/DIN S8966LDIN SHI66/DOIN 0SL66LDIN  L0966ZDIN 00ST6L Ty — L9¥0E6'1Z— epensy ‘oueduasa( op [enpeisy anbied 99€/4¢C HAAD @ sup L
[ ‘eUd[epRIA BLIRJA BIURS ‘BIIqUINIOIA

P-ITW I8L66LDIN T6966LDIN TS966LDIN 9E€L66LDIN T8S66LDIN LTI9816°Tvy— 0SC6L8'IC— ‘oueduasa( op [enpeisy anbied 0S€4C HAAD @ | supnuu f
DIN ‘OpueI1d BI[OA

ST 9//66/DIN 98966/DIN  LP966/LOIN  1€L66ZDIN  80966ZDIN 80080S°Ch— T88S08°IC— ‘NS OP Bqreied ory op epionbss wadren €99¢y MININ @ supnuu J,
SH ‘InS op osowI

eI T9L66LDIN TLI966LDIN TE966LDIN LILO66LDIN 9LS66LON  THYIES IV — L619v6°0C— ‘Opnine ap W OG9 ‘sa0IU0J elreq €4¥ST HAAD @ | supnuu f,
SH ‘wrwadel] Sp 0IL0yde)

G 8ZL66LDIN 88966LDIN  6V7966LDIN  €ELO66LDIN 0T966LDIN 008490 1F— 9068+8°0C — ‘exiqe)] op 0d1g redpny anbreq 686SC MININ @ suon J,
Sq ‘wilrwadel] ap oIP0yde)

e - - - - VP6S66LDIN 008490°Tvy— 9068%8°0C— ‘exrqel] op 0d1d [edpuny snbred G86ST MININ SLUpI ' J,
Sq ‘witrwadel] ap oIPoyde)

T-Tru - - - — G6S66LDIN 008490°'Tvy— 9068¥8°0C— ‘exrqe)] op 0d1d [edpuny snbied ¥86SC MININ SHDI
DN ‘e[oduere) ‘zn ep oyurwe)

G €LL66LDIN ¥8966LDIN  vH966LDIN 6CL66LOIN 90966LDIN €€9S01°Cr— 000964°0C — ‘epeano( eIpdd e ewrxoid eipLoyded ¢6CLT HAAD @ suonuu J,
DN ‘e[oduere) ‘znT ep oyurwe)

¢ L9L66LDIN 8L966LDIN  LEIG66LDIN ETLO66LDOIN 66S66LOIN €€9S01°Ch— 000964°0C — ‘epeIno( eIpdd e ewrxoid eiLoyde) 06C4C HAAD @ suonuu J,

€T 09/66LDIN  TL966LZDIN 0S966LDIN 9TL66LDIN €6S66LDIN TI9ELV Ty — TTCT8S'0T— SH @121 ZIUNA ‘BIRIA BP 0JUBIDY ONIS 9080T I-H:AD @ suon f,

T[T T9L66LDOIN €L966LDIN  TE966LDIN — LLS66LDIN 9S08C9°0F— 995S€€°0C— SH ‘suniey soduiwo( ‘se[pued L1€6¢C HAAD 4 suonnu g,

C T 99/66LDIN  LL966LDOIN 9€966LDIN CTCL66LOIN 86S66LDIN 00SICO'Tvy— €EESEY0C— SH ‘sunJely so3urwo( ‘MMzy BIpad TEY8T HAAD @ sLp L

- $9/66LDIN  SL966LDOIN vEIG6LOIN  LIOSLIOD LIOVLIOD €E€81C0F— €8020€°0C — SH ‘BLIONIA ‘B[oUIRD EP OLIOI 9bH81 HAID @ ;. SLDYIW ]
DIN ‘sely seied)

W 69/66/DIN T8966/DIN 0v966/OIN  9TL66LDIN TO966ZDIN TTT68Y'SF— 00S0Z0°02—  ‘BSeIe) op ougnjues NddY ‘euojedssed TE8TL MININ @ suon f,
SH ‘esaI9], BjueS ‘eIpJequio]

TTW  TLL66LDOIN £8966/LDOIN £VI66/DIN 8TLE6LOIN 6LS66LOIN vrv6vS Or— vH6116°61— BAON ‘TIYISIY 03sn3ny eIIS0[0I] BAISSSY £040€ HAAD @ | suonuu f
SH ‘esaId],

T €9/664OIN ¥L966/DIN €E€966LOIN  L86VLTOD  8/SYLIOD 99%0vS OV — +40S96'61 — vlURS ‘@I BIURS BIISO[0Ig 0BSeISH €108T HAAD @ . sup J
vd ‘nferewre)] ‘0503sad op

¢ - - - 8IL66LDIN S0966/DIN 00SH6S°6E— 0STE66°9T— SIUOIA Op BIPSJ BP OpE[ Ok ‘DpueIn BLIdS 00861 1-H4HD SLpI g,

¢ TLL66LDOIN - CV966LDOIN — P0966LDIN £99918°0v— 00000491 — DA ‘ewlJeo ‘eUBIRWIRY BPUIZE] Yo1y AANZIN SHpI ],

W 0LL66LOIN TS8I66LDOIN TH966LOIN  LTLE6LOIN €0966LDN E€EEE86'6E— 00000€°9T— DIN ‘BSIAIQ Bp OI[eS ‘LILIeD 0}V epudzeq 8Y0v AANZIN @ suon J,
DN ‘oqurpeuwnig

z-39w  8G/66/DIN 69966LDIN  8TI66LOIN — 16S66/OW 680161 Py — TLY660°0CT— ‘BSOIN B[OY Op BLISS ‘@NSQ Bp BIROYIED 64011 V-DINAN wnupdwfip3aws -
4 DA ‘oydery op euejues

-39Ww 9G/66/DIN £9966/DIN 9T966/DIN EL1L66LOW SLS66LOIN TTIV09'Sh— STLIOE 61— ‘odrD op exLrds ep [euoideN anbied T/0T WVNDIN @ | wnundwp3aow ',

z-39w  £G/66/DIN 89966LON  LTI66LOIN YILE66LOIN 06S66/DIN 649S/8°Ch— €898L°8T — DN ‘ewrederrd Op eueUBS ‘SOPEYDID] Tvv6 V-DININ @ wnupdwfp3aw |
DA ‘eunuewerq

T-39Ww  6S/66LDN  0L966LDIN 6TI66LDIN STLE6LOIN TES66LDIN 00€LLL'EY— 06T6TL LI — ‘seAlp axdwag sep [euoeN anbred  ZHSIT V-DINAN @ wnupdwp3aw ‘],

1-89W  £G/66/DIN S9966LDIN E£TI66/DIN TTL66LDIN 88S66LDIN  LITTHO'SY— 98184891 — O ‘WHIUNIOF ‘WLIWNIog 9p BIRS  ZISTT V-DINAN @ wnundwpows °J,
vd ‘epuy

1-89W  $S/Z66/LDIN 99966LDIN YTI66/DIN TILE66LDIN 68S66LDIN 9666ESTY— LIEPTSHT— 9p OIUWIT ‘Sepan() 939§ BLIdS Bp OV £LS8S V-DINAN @ wnupdwfpow |,

IOvVyd VOd 10D CAN 9duv-S9I
Joqunu
apeD SIdQqUNN UOISSIIIY JUegUIDH opmduo] apnmine| A317e20] UOTIIA[0D UOISSANY saradsg

152



Molecular Phylogenetics and Evolution 122 (2018) 142-156

A.F. Sabbag et al.

c-oel

¢-oel
Z-oel

z-oel

z-oel

z-oel

1-0e)

1-oe1

Z-oel

Z-Xes

7-Xes
7-Xes

1-Xes

S

G-

G-

S-Tru

¢

gl
¢

16466LDN
06466LDIN

SSL66LDN
06519611
¥8L66LDIN

€8L66LDIN
88L66LDIN

68L66LDIN

L8L66LDOIN

98L66LDIN

G8L66LDIN

0S466LDN

1S466LDN
CSL66LDIN

6¥L66LDIN

64L66LDOIN

08466LDIN

LLL66LDIN

SLL66LOIN

G9466LDN

C8L66LDOIN
89L66LDIN

T0L66LDOIN
C0L66LDOIN

¥0L66LDOIN
€0466LDIN
¥6966.LOIN

€6966LDIN
66966LDIN

00466LDOIN

86966 LOIN

L6966LDIN

96966.LDIN

S6966LDIN

C9966.LOIN

€9966.LDIN
¥9966.LOIN

T9966.LDIN

68966LDIN

06966LDIN

£L8966.LDIN

94966.LDIN

C6966.LDOIN
08966LDIN

9¢8vr6vNA
SL9v6¥ N

GC966LDOIN
0SST961

¥5966.LDN
65966LDN

09966LDN

85966 LOIN

£LS966LDIN

9G9966LDIN

S5966LDN

0C966LDIN

T12966LDIN
CC966LDOIN

61966LDN

0S59664DN

T1S966LDN

87966LDIN

9¥966 LOIN

GE966LDOIN

£€G966LDIN
6€966LDIN

184410N4d
E€¥L66LDN

6€L66LDIN

8€L66LDOIN
¢V L66LDOIN

0667109
0TL66/OIN
T L66LOIN
096v410D

0¥ 266LDIN

80466LDIN

60466LDIN
0TZ66LDN

L0L66LDIN
V€L66LDIN
GEL66LDOIN
CEL66LOIN
61466 LOIN
1CL66LDOIN

LEL66LOIN
GCL66LDOIN

619S6¥NM
89¥S6Y NN
S8SYL10D
061S6VNM
04519600
€1966/DN

€8566LDIN
LT1966LDN

06S¥L10D
S8566 LOIN
ST966L9N
€SSPL10D
¥8S66.LOIN
91966.L9N
9856649

¥/LS66.LOIN
£8S66LDN

€LS66LOIN
TI8566LDIN
T196645IN
609664DIN
08566 LOIN
84S66LDN

C1966LDOIN
T096645IN

61S8VC LY —

LYT810°LY —
PIEO0TL'SY —

844TSESY —

00010€°9% —

LYOrL0'SY —

Yy 06'vy —

8CL6LI VY —

8C0LLS VY —

006910°1S —

TL1€0C°0S —
£€E886'6Y —

G8GS16'67 —

€959L9vy —

¥S99EY vy —

001SC0'Eyr —

61LLST €Y —

0¥8€ET ey —

L66666' 1Y —
0¥SE09 vy —

€E6TLS VT —

988¢8EVT —
Pr¥68L7€C —

TTIIE8'EC—

v¥61¥08°€C —

LIETYS'EC—

Pr61S€°€C —

LYTTEE'ET —

CCeLy0'EC —

698¢SS°6C —

P9ErES'6C —
000091°6C —

0698¢8'8C —

9IvreEE €T —

C0€T186°CC —

6€SEL67CC —

1€6¢S6°CC—

0SE€€ESCC —

009¥0€°CC —
06€SL6°1C —

ds ‘eden3j ‘oyurod op eireoyde)

ds ‘eqiniaqg ‘ropeodiy

03[ONN ‘sunel-eran( eor30[0dy oedelsy
dS ‘oenseqas oes ‘sey[l sy ey[l

ds ‘e[2qey[l ‘efoqeyI ap

[enpeisy anbieq ‘oenseqas oes ap BY[I
ds ‘@ipuy

ojues ‘eqederdeuered 9p S9IUIISBN
‘I °N @nbied ‘esry eapad ep eaooyode)
dS ‘eqmieqn ‘eeryouy eyjp

ds

‘eqnieq() ‘epewl[y ereid ‘epuopay eyjl
ry ‘Aereq ‘opepuri],

‘searofuereT sep ereid e ered eyyLil,

4 ‘Ayered ‘eqritie], e owrxoxd (10 1-49)
sojueS-ory eraopoy eu eipad ap oepaled
Sy ‘e3ueiides ‘seIrrooyded By

B 9 BE B 21U ‘BWTT BI[JWE] BP BAISSIY
Sy ‘@umbely ‘omnQ

op eireg op 01LIsIq ‘e1anbiog ep ejedse)
DS ‘opueIin ereid ‘eduQ ep BILOYIRD
DS ‘InS op qUIL ‘BY[PA BIIDS

‘BYUIJ0Y BP BIISS ‘BUINIOD BP BIBISED
g ‘Ayexeq ‘opepuri],

‘seara[uere] sep ereid ep 0sOYd0I 0BISOD
Y ‘swy sop e1duy /8y un| ‘(101-4d)
sojues-ory e1Aopoy eu eipad ap oepaied
n

‘TOI9IN ‘BIerIRODR]] ‘BIRIIROJR]] P RIPSd
Y ‘oIoue( 9p Ory ‘YPUWLIDA

ereid ‘oqunno) orpne[d eisid

ry ‘srodoned ‘W8T ‘98

uny ‘sifodoad-oIoue( 9p ory epensy
g ‘9ede]y ‘erefery

epuazey Tedunjy emjeN anbred

DA ‘edoninty ‘edoninly ory

868Y€ HAAD

T1146C HA4D
004ST HY4D

GCEST HA4ID

erLevl

V-dSNZIN

02661 HA4D

C¢Ly0T HEID

¢OI1E HIID

9190€ HAAD

T1€0E€ HA4D

T18€0€ HA4D
11¢C€ HAAD

8I611 dOIN

SOTTE HA4D

S6vST L-H44D

89914 MANIN

¢o0r MNANIN

SCIO0T HYID

10404 ANIN
9/¢1¢ 1-H44D

snmaund 7

12109 °

smqnp
sny1oppo.aynajo
S1SU2129D.410q *
paoydons ',

@ .| psoydong
@ p.oydony -

@ .. vsoydony

| puoydom

@ p.oydons ',
@ .. pioydony
@® ., |- pioydons -

 Ddoydony

® syDXDS

® . supxDs
® syuDXDS

® | syuxps
® | sy
® sLonnu
® suonnu
L supiw
® | s

® sLonnu
® sLonnu

O OO

B~

L

L

L

L

L

153



Molecular Phylogenetics and Evolution 122 (2018) 142-156

A.F. Sabbag et al.

S69VY8AV  904S89rd  THIS6TXL 6E6E0TXL  6S0VOTXI  6S0P0TXL  6SOVOTXL YOLEYSAV YOLEVSAV  $0LEPSAV oepiuiydojuopQ snupoLowD snulydojuopQ
LSEE6SDM  SSEE6SOM - — €GEE6SOM  €GEE6SDM  £SEE6SOM  09€E6SDM  09€€6GDM  09£€6SDY  deprukiydoyuopQ 101D SNNOJSOIIZ0LODI
60090 ZE0¥09DM  T90¥09DM  6890ZSDM  +¥606COH  +¥606COH  #606COH  €890TSDM  €£890TSOM  €890ZSDM  deplAidepoide] 9D2.pUD DIIUOUIPY
€62€0S0d  £9€£0S0OA - €4820S0d - - - 960€820d 960£820d 960£820d 9epIPOIAH sapo)iAyd sapojAH
TSSPPBAV  86C£0SOA 8T806TOH  8£4T0SOA  T€0VOTXL  TEOVOTXL  TEOVOTXL 6LSEVSAV  6LSEVSAV  6LSEVSAV 9epIPO[AH npys snjf1opposso.D
CEOPPBAV  9EPPPBAV 9E099£0D  TILOL6NL 66C99£0D  66T99E0D  66T99S0D  8YISYSAV  8YISHSAV  8PISHSAV QepIAH smppsofnniu spoqisdAy
SS/PPS8AV  £0£6/90d SOT6I8AV - — 06V6I8AV 06V6I8AV L9LEVYSAV L9LEVSAV L9LEVSAV — oephdeiydiusy 1SUDA? DIUDJ2IS
80456TdM 19€€0SOA LP806COH S9820S0d  69606C0H 69606C0H 69606C0H 69606C0H 69606C0H 69606COH sepleqoIpusg mp.d smy1235010D
- - - - - - - 7T9£€6SDM  TISE6SON  T9EE6SDN  deprydureioppAd snnaipd snuapyovz
00866/DIN  £8466LON - $S966LOIN - - ~ €8S66LDIN €8S66LDN  €8S66/DN  deprydweIopAd (114°6T HAAD) pioydov) pdo.oy],
(ers'ev1
- - - 85966 /O - - - G8S66LOIN S8S66/9IN S8S66/DI 2eprydweropA)d V-dSNZIN) p4oydopy pdosoy],
T10866LDIN  S8L66.LOIN — GG966/DIN  +8S66LDIN  $8S66/DIN  Y8S66LDIN  ¥8S66/LDIN  #8S66/ZDIN  ¥8S66LDIN  depIiydwelopA) e (TOT‘1E HA1D) pioydops pdooy],
T6L66/LOIN  T1SL66/LDON — TC966/LOIN ¥/S66/DOIN YLS66/LDOIN  vLS66/LDOIN  vLS66/LDON  bLS66/OIN ¥LS66LDIN  deprydureIops) (18€°0€ HAAD) syuvxps pdo.oy],
— 6VL66LOIN rL66LDOIN 61966/DIN €LS66LOIN  €LS66LDIN  €LS66LDOIN  €LS66LOIN  €LS66LDOIN  €4S66/DN  deprydweIopAd (816 1T dDIN) syupxDs ooy,
86L66/OIN  6LL66/LDON — 0S966/DIN T8S66/DIN T8S66/DOIN T8S66/DIN  T8S66/DN  18S66/OIN  18S66LDIN  deprydureiop4) (SOT°1E HYAD) suvymu vdo.oy],
- SL.L66/DIN - 9Y966 /O - - - 08S66ZOIN 08S66/9IN 08S66/5I oeprydwelropA) (Th9‘ov MANIN) supiiw pdoloy,
96L66/DOIN  S9L66/LDIN 9VL66LDOIN  SE966LDIN  8LS66LOIN  8LS66/DOIN  8LS66LDIN 8LS66LDIN  8LS66LDIN  SO0L66ZDOIN  deprydureiopA) (STI°0T HAAD) sty pdoloy],
66L66/DOIN  T8L66/LDOIN L¥L66/DOIN TS966LDIN TSS66LOIN  TSS66/ON  T8S66LDIN  T8S66LDIN  T8S66LDIN  T8S66/DON  deprydureropA) (0s€°/T HEAD) suvynu vdo.ioy],
¥6L66LDIN  19L66LOIN — T€966LDIN 9/S66/DIN 9/S66/LDIN 9LS66/LDIN  9LS66/DN  9LS66/DIN  94S66LDIN  depryduwreIopAd (£4¥°ST HAAD) sty pdodoy],
L6L66/LOIN  TLLE66LON — €V966/LODIN 6LS66LDOIN 6/S66/LDOIN  6LS66/LDOIN  6LS66/LDN — 64S66/DN  SeprydureropA) (£0£°0€ HEAD) sty pdodoy],
S6L66LDOIN  TILO66LOIN SYL66LOIN TEI66LOIN LLS66LOIN  LLS66/DON  LLS66LDOIN  LLS66LOIN  LLS66LOIN  LLS66/DOIN  depryduweiopA) (£1€°6T HAAD) supyu vdo.ioy],
(cLoT

€666 /DN 9S£66 LOIN - 9T966/DIN S/S66/DIN SZS66/DIN S/S66/DIN S/LS66/DIN SLS66/DIN SLS66/DIN 2eprydwelopi)d INVNOIN) wnupdufipSaw pdo.toy],
TO866.LDIN  8YL66LOIN - - — TLS66LDIN TLS66LOIN TLS66LOIN TLS66LOIN 90L66/DN  deprydwreiop£d (29S°01 1-HIAD) 121 ‘3o pdodoy],
- - - - - - - $91¥€90H - 6STYE9OH  oeprydweIopA) SISUAUDB.L0 SNYdUD.10]2AD)

- - - - - - - €91¥£90H ~- 8SIYE9OH  oeprdweIopA) snsousinf snydu.0jo£)

~  GS/66/DN - GT966LON - - - 061S6¥M - 091#€90H oepryduweropA) snA3oppoLaynage snydun.io]p£)

- - - - - - - G8SH/Z10D - — oeprydueop4An smqnp snydun.0]o£)
€18€820d £S££0SOA - 95820S0d - - - £60£8T0d £60£8T0A £60£8C0A  deprydureiops) SISUa12D.L0q STy 10]2£D
- - - - - - - 991¥£90H - T19Tv€90H oepmdweIopA) sisua.opunq snyduio)o£)
86TPITAN  €01S89rd - - - - - €89689rd - T91¥€9OH Seprydweiop4) uDIP3UDID SNYdUIDL0]IAD
0Z/S6Td  66SS6TI  9/4SS6TdM  669S6TdM  9SSS6TAM  9SSS6TA  9SSS6TAN  1€9S6TdM 1£9S62dM 1€9S6TdM  9epidiydojers) S149D] snyop.opqoprdaT
91/4S6Td  £L6GS6TIN  £4SS6Td - 1SSS6TdM  1SSS6TAM  1SSS6TAM  1T9S6TdM  1T9S6TAM  129S6TdM  deprdiydojers) mouaid sLiydoovyD
80/S6Td  68SS6TAI  L9SS6TAM  889S6TAM  THSS6TAM  THSS6CAM  THSS6TAN  809S6TdM  809S6CdM  809S6CdM  oepifiydojers) pINwL0d sKydoipioD
YOPPOSAV  E€SPE99NHT SB06I8AV  16G994fd  LS8YISXI  LS8VISXI  LS8PISXI  LS8PISXI  LS8P9SX[  LSSYISX[ 9EpIUSOIIUDD uoda)qoso.d pup.ppodsy
£96€820d 128CILNA LIE8STIOA T6S8SYAV T6SS8SYAV T6SS8SPAV  T6SS8SPAV  T6S8SPAV  T6S8SPAV  C6G8SYAV sepruojng smonsoupjaw snuAnydonng
- - - - - - —-  TTTYOTXL TTTHOTXL  TTTHOTX[ sepidydeneg DIUDAIAS DULIOMAH
9YSPPS8AV  69EPPSAV  €9556TdM  0I6E0TXL  6C0VOTXL  6C0VOTXL  6T0POTXL TLSEYSAV CLSEYS8AV  TLSEVSAV seprjAyoeneq sndojda) D)Ayov.avg
SYSPPSAV  89EYP8AV  TISS6TAI - - - -  T/SEYPSAV TLSEYSAV  TLSEVSAV seprjdyoeneq snowodpind snipusojary
G12€0S0d  £2€€0SOA 1€806COH 11820S0Ad 1S606Z0H 1S606COH 1S606COH  €YSPICAV  EVSPICAV  EFSHICAV Jeprieqowory sHpoudf $aIGOY
T89PP8AV  TLVYPSAV  64SS6TdM  SHEE6SON - - - 689EP8AV  689EYBAV  689EVBAV 9epIPOS[Y DSSO]30.0DUL DSNIPIUIOUULT
095V 8AV - $L0b09DM TS8TOSOA  PSOPOTXL  ¥SOPOTXL  vSOPOTXL L8SEVSAV L8SEVSAV  L8SEVPSAV 9epIPOS[Y SMIDUDIDY *g / snasod snydosdng
6ESPPBAV  TIEPPSAV  19SS6TdM  168S0TXL  LIOVOTXL  LIOVOTXL  LTIOPOTXL G9SEVSAV  S9SEVSAV  S9SEVSAV SepIPOS[Y sisuanbnau sapos]y
8ESPPBAV  TEPE9INH  LLO6ISAV - - 8SY6TIBAV 8SY6IBAV  PISEYSAV  HISEYSAV  P9SEVSAV seprukiydory oy sulnydoyy

OHY 5V DINOd j(0)9) I-VNU? IAN TTYNY S9I  IDA-VN¥W? szl

SI9qUINU UOISSIIY JUeguan Aprure,q saradsg

154



KF214204
JX204152

FJ685711

Odontophrynidae KP295643 KP295643 KP295643

Rhinodermatidae JX204223

Proceratophrys avelinoi
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&
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2
=R

JX204088

JX203938

JX204223

JX204223

Insuetophrynus acarpicus

Rhinoderma darwinii

AY364403

AY819097 AY583344 AY844757

DQ502858 KP295584

JX564891 JX564891
JF703234

Rhinodermatidae DQ283324 DQ283324 DQ283324 JX564891

Telmatobiidae

JF703234 JF703234 JF703234 JF703234 JF703234

JF703234

Telmatobius bolivianus/T. sibiricus/T.

truebae
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Appendix B. Supplementary material

Supplementary data associated with this article can be found, in the
online version, at https://doi.org/10.1016/j.ympev.2018.01.017.
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