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RESUMO

O género Ischnocnema compreende 33 espécies divididas em quatro séries. Dentre
elas, a série de |. guentheri conta com 10 espécies que se distribuem principalmente pela Mata
Atlantica brasileira. Dentro desta série, algumas espécies tém status taxondmico bastante
complexo e sua posi¢cdo filogenética, mesmo tendo sido testada de maneira robusta, tem se
mostrado bastante instavel. Assim, o presente trabalho faz uma revisdo taxondmica dos
membros da série de |. guentheri baseando-se em dados bioactsticos, morfologicos e
moleculares, além de testar o monofiletismo da série de l.guentheri como hoje é conhecida.
Como resultado, sdo descritas duas espécies relacionadas a |. oea dos estados de Minas Gerais
e Espirito Santo ¢ duas espécies relacionadas a |. venancioi e I. hoehnei dos estados do
Espirito Santo e Rio de Janeiro com base em dados morfoldgicos, bioacusticos e moleculares.
O posicionamento filogenético dessas espécies também ¢ inferido utilizando-se marcadores
moleculares, e um novo arranjo de séries dentro do género ¢ proposto. Além disso, dados de
sequenciamento de alto rendimento aliados a dados bioacusticos revelam que, como
suspeitado anteriormente, ha pelo menos seis espécies diferentes sendo tratadas sob o nome
de 1. guentheri ou 1. henselii. Estas espécies, apesar de serem morfologicamente
indistinguiveis entre si, sdo linhagens que possuem fluxo génico nulo ou muito pequeno. Por
fim, o genoma mitocondrial de cinco espécies de Ischnocnema da série de |. guentheri ¢

construido utilizando-se os dados crus do sequenciamento de alto rendimento.

Palavras-chave: Bioacustica, Brachycephaloidea, Sistemdtica, Taxonomia, Terrarana.



ABSTRACT

The Ischnocnema genus comprises 33 species divided into four series. Among them,
the |. guentheri series houses 10 species distributed mainly through the Brazilian Atlantic
Forest. This phylogenetic position of this species series, even though it has been robustly
tested, has been shown to be quite unstable and some of its species have a very complex
taxonomic status. Thus, in the present thesis we make a careful taxonomic review of the
members of the |. guentheri series based on bioacoustic, morphological and molecular data,
and to test its monophyly as it is known today. We describe two species related to I. oea from
the states of Minas Gerais and Espirito Santo and two species related to I. venancioi and |I.
hoehnei from the states of Espirito Santo and Rio de Janeiro based on morphological,
bioacoustic, and molecular data. We also propose a new phylogenetic hypothesis for
Ischnocnema using molecular markers, and based on this hypothesis we propose a new
arrangement of species series. In addition, high-throughput sequencing coupled with
bioacoustic data reveal that, as previously suspected, there are at least six different species
being treated under the names I. guentheri or |. henselii. These species, although
morphologically indistinguishable from each other, are lineages that show no or very little
gene flow. Finally, we construct the mitochondrial genome of five Ischnocnema species from

the I. guentheri series using raw high-throughput sequencing data.

Keywords: Bioacoustics, Brachycephaloidea, Sistematics, Taxonomy, Terrarana.



SUMARIO

INErOdUGAO GETAL......ooiiiiiiiieiie e et e e e et e e e et e e e e aaee e eennes 13
HiStOTICO TAXONOIMICO ...euvveuiieniiriieiieite ettt sttt sttt et ettt sbe et et sbeenae e e 13
LAteratura CIEAGA ......c.uevuieiiiieieie ettt et sttt et 17

Two New Species of Ischnocnema Reinhardt & Liitken, 1862 (Anura: Brachycephalidac)

from Southeastern Brazil and their Phylogenetic Position within the I. guentheri Series ....... 20
Material and MEthOdS ..........ooeuiiiiiiiece e e e 24

Taxon and Gene SAMPIING ......cccoeeiiiiiiiiiiiiii et beeseae e 24
Laboratory PrOCEAUIES ........cccuiiiiieiiieeiieiieeie ettt ettt eesae e eeaeenne 24
Alignment, Partition Schemes, and Nucleotide Substitution Model Selection................. 25
Genetic Distance and Phylogenetic ANalySes .........ccvevveeiierieeiiienieeieeeie e 25
MOTPhologICal ANALYSES .....ccuviiiieeiiieiieeiie ettt ettt ettt beesaaeesbeessaeenseesnae e 26
Call ANALYSES...eeuiieiieiiiieiieeieeiee ettt e et e et e eteeteeesaeesseessbeesseeesseessseenseessseesseensseenseensseenns 27
RESUIES ...ttt ettt et s e ettt e bee st 28
Alignment, Partition Schemes, and Nucleotide Substitution Model Selection................. 28
Genetic Distance and Phylogenetic ANalySes ..........cocveeriiiiriiieeniieeiiie e 29
Morphological ANALYSES .......cocueriiiiiiiiiiiieee e e 29
Call ANALYSES......eiviiiieieeit ettt sttt st 30
SPECIES ACCOUNLS. ....eeiiieniieeiiieiie ettt ettt ettt e et e st e et e e tte e bt e sseesabeesaeeenbeessbeenseesnseenseennnes 30
DIISCUSSION ..ttt ettt et e a e et e b ettt eea e et esbb e et e esaeeeabeenbeesabeenaeeenee 48
Tree Topology and Genetic DIStanCe..........coueevverieririiinierieicetee e 49
The 1schnocnema QUENTNEIT SETIES ......ccvevieriieiieiesieeie et 50
LAterature CIted ....coueeiuiiiiieeie ettt ettt sttt et 53
F N o) 0153116 1. TSRS 62
APPENAIX Lottt ettt et e st e bt e st e et e sabeebeeenaeenneens 64
APPENAIX Tttt ettt ettt ettt e abeebeeenaeenneen 65
APPENAIX TV ettt ettt ettt e et enbe bt esnbeenneens 67

Molecular phylogeny of Ischnocnema (Anura: Brachycephalidae) with the redefinition of its

series and the description Of tWO NEW SPECIES ......eevuieriieriieiieeiieeieeiee ettt 84
INEEOAUCTION ...ttt ettt ettt e e s 86
Material and MethOds ........coc.eiiiiiiiii e e 90

Taxon and Gene SAMPIING ......cccuieiiiiiiiiiiiiie et 90
Laboratory PrOCEAUIES. ....c..iiiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt et et eteesate e bt e ssbeenbeesnbeenseens 91
MOIECULAT ANALYSES ....eeiiieiiieeiiieiieie ettt ettt ettt e sttt e enbe et enaeenee 91

MOTPhologiCal ANALYSES......ccciiiiieiiiieiieiie ettt ettt et eesaeebeeesaeenne 93



Call ANALYSES ... uvieeiiieeeiiie ettt ettt e et e e e e et e e ettt e e et e e et e e e b e e e e be e e aeeeeabaeeenreeeannaeans 94

RESULLS ..ttt sttt et b ettt b et b e bt et 95
MOIECUIAT ANALYSES ....eecvviieeiiieeeiiie ettt ettt e e te e et e et e e steeesssaeessaeessseeesnseeennneeens 95
MOorphologiCal ANAlYSES......viiiieiieeiiiecciiee e e e eeaneeen 97
Call ANALYSES ... .viieiiieeiiie ettt ettt e et e e e e et e e et e e et e e et e e eb e e e e nbeeenreeenabaeennraeeannaeens 98
TaAXONOMIC ACCOUNTS......eeuiiiiitieiteeite ettt ettt et ettt e et e et e e bt e saeeeabeesbeeenbeesseeenbeesaeeenne 99

DIESCUSSION ...ttt ettt ettt b ettt ettt e et e bt et e st e sbe et eaneebeenes 132
Phylogenetic relationShipPs........c.eiiiiiieiiie et 132
Systematics within ISCANOCNEMA ..........ooiiiiiiiieieee e 134
The NUPHAL PAA...ccceeiieiiiee e et e e e e saaeeenneas 135

CONCIUSIONS ...ttt ettt ettt et e et et e et e e sateenbeesseeenbeesateenseenneas 137

RETEIEIICES ...ttt ettt e 139

APPENAIX A oottt e e e et e e e e e e e bt e e e beeeebaeennreeeenbeeenareeas 170

APPENAIX B oot e e e e e e be e e aaeeenbeeenareeans 173

APPENAIX € oottt ettt ettt et e it e bt e et e e bee st e ebeeeneas 176

Species limits within the Ischnocnema guentheri species complex (Anura: Brachycephalidae)
revealed by an integrative approach using high-throughput sequencing .............cccceecueeneenn. 178

INEEOAUCTION ...t et ettt st e e 182

Material and MethOds .........ccooiiiiiiiii e 184
Taxon sampling, species hypothesis, and species recognition............cceeceereeerieeneeennene 184
Laboratory PrOCEAUIES. .......eeitiiiiieiieeiteiee ettt ettt ettt et e st e bt e st e et e sneeeseeeneeas 185
Phylogenetic analySEeS .........cccuieiiieiiiiiieiie ettt et sttt n 185
Gene FIOW INTETENCE .....cocueiiiiieiiiiii ettt 187
Phenotypic analySES ........cc.eeriiiiiiiieie ettt 188

RESULILS ...ttt ettt et sttt 191
SPECies TrEe ANALYSES...c..eiiuiiiiiiieiiieiieiie ettt ettt te et eseeeeaeesabeeaeeens 191
Gene FIOW INTEIENCE .....oouviieiiiiiiiiici e 192
Phenotypic QnalySES ........ccuierieiiieiieiie ettt ettt et ettt eane s 193

DIISCUSSION ..ttt ettt ettt b e sttt e s et e bt e e hb e et esab e e bt e eabe e bt e sabeenbeeenseenaees 195
TTEE LOPOLOZICS ...ttt ettt ettt e e st e et e st e e bt e enbeebeesnseenseen 195
Species limits within the Ischnocnema guentheri compleX .........ccccevveviecierienieeiennnn. 196
Comments about the taxonomic status of Elosia divisa Wandolleck, 1907 and Hylodes
NASULUS LULZ, 1925 ..ottt st 198

CONCIUSIONS ...ttt ettt ettt et e et e bt e et e e s bt e et e e sateenbeenaees 200

RETEIEONCES ...t et ettt 202

FN 70153 T 1 s OSSP PS PRSI 228

APPENAIX B .ttt et ettt e e aeeennes 233

APPEINAIX C ottt ettt et ettt as 235



The mitochondrial genomes of five frog species of the Neotropical genus Ischnocnema

(Anura: Brachycephaloidea: Brachycephalidae)..........cccoeeviieeiiieeiiiiciieceeeeeeeee e 237
RETETEICES ...ttt ettt ettt 241
Suplemental Online Material ...........c.cocieiiiiiiiiiiieiieecee e e 246

CONCIUSOES GETALS .. e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeeeanraaaaaaeas 248



13

INTRODUCAO GERAL

A superfamilia Brachycephaloidea Giinther, 1858 compreende mais de 1000 espécies
(FROST, 2018) de anfibios anuros neotropicais de desenvolvimento direto e representa boa
parte da diversidade dos anfibios atuais. A taxonomia desta superfamilia tem sido bastante
discutida nos ultimos anos e seu conteudo pode variar de trés (PADIAL; GRANT; FROST,
2014) a cinco familias (HEINICKE et al., 2018) dependendo do autor. Apesar das diferentes
classificagdes, a validade da familia Brachycephalidae Giinther, 1858 ¢ senso comum entre os
autores e inclui os géneros Brachycephalus Fitzinger, 1826 ¢ Ischnocnema Reinhardt e
Liitken, 1862.

O género Ischnocnema atualmente compreende 33 espécies divididas nas séries de |.
guentheri, 1. lactea, I. parva e I. verrucosa (CANEDO; HADDAD, 2012; PADIAL; GRANT;
FROST, 2014). Dentre estas, a série de |. guentheri contém 10 espécies: |. epipeda (Heyer,
1984), 1. erythromera, (Heyer, 1984), 1. gualteri (B. Lutz, 1974), |. guentheri (Steindachner,
1864), 1. henselii (Peters, 1870), I. hoehnei (B. Lutz, 1958), I. izecksohni (Caramaschi e
Kisteumacher, 1989), I. nasuta (A. Lutz, 1925), I. oea (Heyer, 1984) e I. venancioi (B. Lutz,
1958). As espécies da série de I. guentheri se distribuem pela Mata Atlantica brasileira, sendo
que l. henselii chega até a provincia de Misiones, na Argentina (GEHARA et al., 2013;
HEDGES; DUELLMAN; HEINICKE, 2008). Até pouco tempo, Ischnocnema era sinonimo
junior do género Eleutherodactylus Duméril e Bibron, 1841 (CARAMASCHI; CANEDO,
2006) e muito tem se discutido sobre a taxonomia e sobre a posi¢do filogenética do género,

bem como da série de |. guentheri e seus membros nos ultimos anos.

HISTORICO TAXONOMICO

Os Eleutherodactylus da Mata Atlantica brasileira (hoje pertencentes a trés géneros,
incluindo Ischnocnema) eram divididos em quatro grupos taxonOmicos baseandos na
morfologia dos dedos e na pele do ventre (LYNCH, 1976). Dentre estes grupos, o de E.
binotatus continha seis espécies (trés delas na atual série de |. guentheri): E. binotatus (Spix,
1824), E. gualteri, E. guentheri, E. nasutus, E. octavioi Bokermann, 1965 ¢ E. plicifer
(Boulenger, 1888).

Alguns anos mais tarde, o grupo de E. guentheri foi criado (no original em inglés foi

chamado de “cluster” de E. guentheri) para alocar uma parte dos membros do grupo de E.
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binotatus (HEYER, 1984). Apesar desta hipdtese nao ter sido testada, o grupo foi considerado
como sendo um arranjo natural dentro do grupo de E. binotatus. O grupo de E. guentheri
continha seis espécies, todas na atual série de I. guentheri: E. epipedus, E. erythromerus, E.
gualteri, E. guentheri, E. nasutus e E. oeus.

Depois de algum tempo foi criado o subgénero Eleutherodactylus, que foi dividido em
cinco séries de espécies (LYNCH; DUELLMAN, 1997). Uma destas séries era a de E.
binotatus, que continha o grupo de E. binotatus (sensu HEYER, 1984) e outros trés grupos,
totalizando 19 espécies, a maioria da Mata Atlantica brasileira. Ao grupo de E. binotatus
ainda foram adicionados E. heterodactylus (Miranda-Ribeiro, 1937), E. hoehnei, E. izecksohni
(Caramaschi e Kisteumacher, 1989) e E. juipoca (Sazima e Cardoso, 1978).

Até recentemente, o género Ischnocnema possuia apenas uma espécic na Mata
Atlantica, |. verrucosa (Reinhardt e Liitken, 1862), e as outras cinco espécies do género
habitavam os Andes e regides vizinhas (PADIAL et al., 2005). Porém, caracteristicas
osteoldgicas presentes em |. verrucosa, espécie tipo do género, fizeram com que o género
Ischnocnema fosse colocado na sinonimia de Eleutherodactylus (onde a maioria dos
Brachycephaloidea se encontrava na época) ¢ o género Oreobates Jiménez-de-la-Espada,
1872 fosse revalidado para alocar as outras cinco espécies andinas. Porém, logo um estudo
filogenético incluindo diversas espécies de Eleutherodactylus (HEINICKE; DUELLMAN;
HEDGES, 2007) foi realizado, e o género Ischnocnema foi revalidado para alocar a maioria
das espécies de Eleutherodactylus da Mata Atlantica brasileira.

Posteriormente foi feita uma nova classificagdo baseada em um extensivo estudo
filogenético abrangendo intmeras espécies de anuros do novo mundo que possuiam
desenvolvimento direto (atualmente Brachycephaloidea) e Ischnocnema foi dividido em cinco
séries de espécies, uma delas sendo a séric de . guentheri (HEDGES; DUELLMAN;
HEINICKE, 2008). Este tdxon continha 11 espécies, muitas delas presentes no grupo de E.
guentheri de classifica¢des anteriores, porém com algumas novidades. Sdo elas: I. epipeda, I.
erythromera, I. gualteri, I. guentheri, 1. henselii (que havia sido recentemente retirada da
sinonimia de |. guentheri; KWET; SOLE, 2005), I. hoehnei, I. izecksohni, I. nasuta, I.
octavioi, I. oea e I. vinhai. Porém, logo em seguida, |. octavioi foi retirada da série de I.
guentheri e realocada para a série de |. verrucosa, com base em caracteristicas morfologicas
(CANEDO et al., 2010).

Uma nova hipotese filogenética, abrangendo diversas espécies de Brachycephaloidea e
contando com a maioria das espécies de Ischnocnema descritas até entdo (aproximadamente

80 %), foi realizada e a série de I. guentheri sofreu algumas modifica¢cdes (CANEDO;
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HADDAD, 2012). Com base nos resultados da filogenia, I. vinhai foi realocada para o género
Pristimantis Jiménez-de-la-Espada, 1870 e I. venancioi, anteriormente na série de |. lactea
(HEDGES; DUELLMAN; HEINICKE, 2008), se tornou parte da série de I. guentheri.
Ischnocnema epipeda e I. gualteri ndo foram testadas, mas com base em similaridades
morfologicas foram mantidas na série de I. guentheri.

Além da intensa discussdo acerca da posicdo filogenética e da taxonomia da série de
Ischnocnema guentheri como um todo, o status taxonémico de algumas espécies dentro da
série tem se mostrado complexo e isso gerou discussdo na literatura. Ischnocnema guentheri
foi considerada durante muito tempo uma espécie de ampla distribuicdo ao longo da Mata
Atlantica (GEHARA et al., 2013; HEYER, 1984). Sua localidade tipo ¢ a Floresta da Tijuca,
dentro da cidade do Rio de Janeiro, (HAUPL; TIEDEMAN; GRILLITSH, 1994) e a espécie
era considerada presente em mais seis estados brasileiros (HEYER, 1984): Espirito Santo,
Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S3o Paulo. A morfologia da
espécie ¢ similar ao longo de toda esta distribuicdo, mas |. henselii foi retirada da sinonimia
de I. guentheri (KWET; SOLE, 2005) com base em bioacustica, posi¢do em que havia sido
colocada por estudos anteriores baseados em morfologia (COCHRAN, 1955; HEYER, 1984).
Os cantos analisados no estudo que revalidou I. henselii eram oriundos dos estados de Santa
Catarina, norte do Rio Grande do Sul e provincia de Misiones, Argentina, o que levou os
autores a concluir que esta era a distribuicdo de I. henselii. No mesmo trabalho, também
foram comparados cantos de populagdes de localidades distintas atribuidas a I. guentheri.
Devido a grande variagdo nesses cantos, os autores chegaram a conclusdo de que |. guentheri
era provavelmente um complexo de espécies. Mais tarde, um estudo utilizando dados
moleculares e bioacusticos e envolvendo inimeras populag¢des de atribuidas a I. guentheri e I.
henselii dentro da distribui¢do conhecida dessas espécies, concluiu algo um tanto
surpreendente. Ischnocnema guentheri, uma espécie até entdo de distribuigdo bastante ampla,
constituia uma tnica linhagem que estava restrita a Floresta da Tijuca, um fragmento de mata
urbano com cerca de 12.500 ha (GEHARA et al., 2013). Este mesmo estudo também concluiu
que, além das duas espécies ja descritas, o complexo de |. guentheri possuia pelo menos mais
quatro espécies, sendo varias delas sintopicas, ¢ que a distribui¢ao de |. henselii se estende por
pelo menos 600 km ao norte da distribuigcdo até entdo conhecida para a espécie (chegando até
o estado de Sdao Paulo). Entretanto, o trabalho ¢ concluido indicando a necessidade de uma
revisdo taxonomica e uma avaliacdo mais detalhada das espécies aparentemente novas para a

ciéncia.
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Ischnocnema izecksohni era considerada endémica do Quadrilatero Ferrifero, porgao
sul da Cadeia do Espinhago, no estado de Minas Gerais (LEITE; JUNCA; ETEROVICK,
2008). A espécie, descrita da cidade de Belo Horizonte, tem como espécie mais proxima I.
nasuta (CARAMASCHI; KISTEUMACHER, 1989) e teve o canto descrito recentemente
(TAUCCE et al., 2012). Além disso, com base em morfologia e bioactstica, sua distribui¢ao
foi estendida para varias outras localidades no estado de Minas Gerais, todas na Serra da
Mantiqueira. Devido as diferengas morfoldgicas subjetivas entre I. izecksohni ¢ 1. nasuta,
também foi constatado que estas espécies poderiam ser sindnimos ¢ mais dados deveriam ser
levantados, principalmente com relagdo a |. nasuta em sua localidade tipo, Nova Friburgo,
regido serrana do estado do Rio de Janeiro (A. LUTZ, 1925), para que o status taxondmico
dessas duas espécies fosse confirmado (TAUCCE et al., 2012). Na arvore resultante do
trabalho de Canedo e Haddad (2012), |. nasuta se mostrou parafilética com relagao a |I.
izecksohni, porém nao foi analisado material de Nova Friburgo, apenas de Minas Gerais ¢
Espirito Santo. Além de toda informagdo presente na literatura, saidas de campo e visitas as
cole¢des taxondmicas também revelaram espécies ainda ndo descritas pela ciéncia (P.P.G.
Taucce, dados nao publicados).

Tendo tudo isto em vista, o presente trabalho teve como objetivo testar o
monofiletismo da série de Ischnocnema guentheri como hoje é conhecida, bem como seu
relacionamento dentro do género Ischnocnema. Também se objetivou realizar uma cuidadosa
revisdo taxonomica dos membros da série de I. guentheri, utilizando trés fontes de evidéncia
principais: molecular, bioacustica e morfologica. Para isto, esta tese se divide em quatro
capitulos. O primeiro deles trata de |. oea e duas novas espécies proximamente relacionadas a
ela, e do posicionamento filogenético deste clado dentro da série de I. guentheri. O segundo
capitulo engloba uma filogenia para o género Ischnocnema, com a redefini¢cdo de suas séries
de espécies e a descricdo de duas novas espécies relacionadas a |. hoehnei e I. venancioi. O
terceiro capitulo trata de . guentheri e I. henselii, utilizando quase 400 marcadores
moleculares oriundos de sequenciamento de alto rendimento, aliados a dados bioactsticos e
morfoldgicos, para corroborar a suspeita de que na verdade estas duas espécies sdo um
complexo de espécies morfologicamente cripticas. Este capitulo também trata da série tipo de
I. nasuta e de Elosia divisa Wandolleck, 1907, um nome atualmente sob a sinonimia de I.
guentheri (COCHRAN, 1955; HEYER, 1984; KWET; SOLE, 2005) e que pode ser
revalidado. Por ultimo, o quarto capitulo usa técnicas de bioinformadtica para construir os

genomas mitocondriais de cinco espécies da série de |. guentheri, utilizando os dados crus do
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sequenciamento de alto rendimento utilizado no capitulo anterior. Os capitulos foram

formatados segundo modelo dos periddicos cientificos os quais foram ou serdo submetidos.
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CONCLUSOES GERAIS

A série de Ischnocnema guentheri possui um clado que contém |. oea e duas novas
espécies. Uma das novas espécies, |. garciai, ¢ morfologicamente indistinguivel de .
oea mas possui algumas caracteristicas acusticas diagnoésticas. Ja I. feioi possui as
caracteristicas acusticas com algum nivel de sobreposi¢ao com relacao as de |. oea, mas
sua morfologia difere bastante. O apéndice calcdneo mais alto que largo ¢ uma
sinapomorfia putativa para o grupo natural que corresponde as trés espécies ¢ o calo
nupcial dos membros da série de I. guentheri parece possuir importantes caracteristicas
morfologicas que explicam a relagdo proxima entre esta série e a série de |. parva.

A familia Brachycephalidae e os géneros Brachycephalus e Ischnocnema sdo arranjos
monofiléticos e possuem alto suporte. Estes relacionamentos sdo recorrentes na
literatura e ¢ provavel que se mantenham estaveis em analises futuras. Apesar do
monofiletismo de Ischnocnema e de algumas de suas séries de espécies, alguns
relacionamentos dentro do género sdo pouco suportados e outros se mostram instaveis
quando analisados sob critérios de otimizagdo distintos. Para que esses relacionamentos
possam ser mais bem entendidos, € essencial que espécies cujas posigdes filogenéticas
ainda ndo foram testadas, bem como novos marcadores moleculares, sejam adicionados
a matriz.

Ischnocnema nanahallux se mostrou fora da série de |. parva, como espécie irma dos
membros das séries de |. guentheri, I. parva e I. venancioi. Embora este relacionamento
contrarie o senso comum devido a semelhanca morfologica geral entre |. nanahallux e
os membros da série de |. parva, o calo nupcial grande, conspicuo e glandular parece
ser uma sinapomorfia do clado composto pelas séries de I. guentheri, I. venancioi e I.
parva, estando ausente em |. nanahallux. A recém-proposta série de |. venancioi conta
com a espécie que da nome a série, . hoehnei e pelo menos mais duas novas espécies.
Nossa analise com 388 fragmentos de genes mostrou que as seis espécies do complexo
de Ischnocnema guentheri e também as populagdes do norte e do sul dentro de I.
henselii e I. sp. CS1 possuem uma estruturacdo genética bastante forte, além de quase
ndo possuirem fluxo génico entre as linhagens. Mesmo uma analise tdo robusta e com
tantos marcadores moleculares ndo foi capaz de posicionar uma das espécies candidatas
de maneira definitiva e a posi¢ao filogenética de I. sp. CS3 ainda ¢ incerta. Isso pode ter
ocorrido devido a rapida diversificacdo de algumas espécies dentro do complexo de I.
guentheri. A morfologia ndo se mostrou eficaz na separacdo das linhagens, mas
caracteristicas bioacusticas foram capazes de separar as espécies putativas do complexo

de I. guentheri. Apesar de nem todas as espécies possuirem caracteristicas acusticas
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diagndsticas que as separem de todas as outras espécies sem sobreposi¢do, as espécies
irmas sdo acusticamente diagnosticaveis. Os resultados acusticos e genéticos indicam
que cada uma das seis espécies putativas no complexo ¢ uma linhagem que evolui
separadamente. Porém, recomenda-se cautela acerca das decisdes taxondmicas a serem
tomadas, pois ha nomes disponiveis (um ou dois, dependendo da decisdo tomada) para
algumas das espécies candidatas.

Os genomas mitocondriais de Ischnocnema erythromera, 1. guentheri, I. henselii, I.
nasuta e |. oea estdo de acordo com os mitogenomas encontrados para a maioria dos
Neobatrachia sequenciados até agora. Além disso, as relagdes filogenéticas recuperadas
a partir desses dados sdo consistentes com hipoteses filogenéticas anteriores, com |.
erythromera como grupo irmao do clado composto pelas outras espécies e . guentheri

intimamente relacionada a |. henselii.





