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RESUMO

A familia Odontophrynidae foi proposta recentemente para incluir os géneros
Macrogenioglottus (1sp.), Odontophrynus (11 spp.) e Proceratophrys (29 spp.). A
similaridade desses trés taxa ja era conhecida ha décadas, porém o conhecimento
sobre as relacdes interespecificas desse clado ainda esta em fase inicial. Os
anfibios séo vertebrados que possuem como uma de suas principais caracteristicas
a presenca de um estagio larval no seu desenvolvimento. O uso de caracteres
provenientes desse estagio como ferramenta para a compreensao das relacdes
evolutivas dos anuros tem crescido nos ultimos anos, dentre esses, os de morfologia
interna, principalmente condrocranio e cavidade oral, que tém se mostrado Uteis no
entendimento das rela¢cBes filogenéticas dos anuros. Assim, 0s objetivos desse
trabalho foram descrever os condrocranios e as cavidades orais de quatro espécies
de Odontophrynus, seis de Proceratophrys e mais Macrogenioglottus alipioi e utilizar
esses caracteres para reconstruir uma hipétese filogenética visando testar o
monofiletismo da familia e de seus géneros. Para o estudo do condrocranio, 60
girinos foram diafanizados e para o estudo da cavidade oral, 12 girinos foram
dissecados para andlise no microscopio eletrébnico de varredura. Para a analise
cladistica, foram levantados 47 caracteres sendo que 39 foram informativos. A
andlise de Méaxima Parciménia foi conduzida utilizando buscas heuristicas. Tanto o
condrocranio quanto a cavidade oral das quatro espécies de Odontophrynus
apresentaram um aspecto similar. Alguns caracteres, como comprimento do
processus pseudopyterigoideus, forma da divergéncia das placas hipobranquiais,
namero de papilas pds-nasais e numero de projecdes das papilas laterais a crista,
corroboraram, em parte, a existéncia de dois morfogrupos de espécies (grupos de O.
americanus e O. cultripes), enquanto outros variaram em niveis populacionais e até
individuais. A variacdo encontrada nas seis espécies de Proceratophrys foi
sistematicamente informativa e alguns dos agrupamentos fenéticos do género nao
foram sustentados (ex., grupo de P. cristiceps). Alguns caracteres mostraram-se
Uteis na diagnose de algumas espécies e outros, como a interrupcdo medial da zona
glandular dorsal, foram apontados como provaveis sinapomorfias do género.
Macrogenioglottus alipioi, por sua vez, mostrou algumas caracteristicas Unicas,
como um comprimento total médio maior, a cartilagem suprarrostral com dois corpos
separados, o0 processus hyoquadrati formado por duas projecfes e a quarta espicula
separada das placas hipobranquiais. Na analise filogenética, vinte e uma arvores
igualmente parcimoniosas indicaram o monofiletismo da familia e do género
Proceratophrys com duas e trés sinapomorfias, respectivamente. Entretanto, néo
houve resolucdo entre Odontophrynus e Macrogenioglottus. Torna-se necessario
ampliar os tdxons terminais assim como o nimero de caracteres para a construgao
de uma hipétese mais resolvida. Mas a hipotese gerada corroborou com as
hipéteses filogenéticas propostas majoritariamente a partir de caracteres
moleculares, demonstrando a utilidade dos caracteres larvais internos para
reconstrucdes filogenéticas.

Palavras-chave: Morfologia larval. Anatomia cranial. Anatomia oral.
Macrogenioglottus. Odontophrynus. Proceratophrys. Filogenia.



ABSTRACT

The family Odontophrynidae was suggested recently to include the genera
Macrogenioglottus (1sp.) Odontophrynus (11 spp.) and Proceratophrys (29 spp.).
The similarity of these three taxa was already established for decades, nevertheless,
the knowledge about the interspecific relationship within this clade is still in the initial
stage. Amphibians are vertebrates that have as one of its main features the presence
of a larval stage in its development. The utilization of characters from that stage as a
tool to understand the evolutionary relationships of anurans has grown in recent
years. Characters of internal morphology, mainly those from chondrocranium and
oral cavity, have shown useful in understanding the phylogenetic relationships of
frogs. Thus, the main goals of this study were to describe the chodrocrania and oral
cavities of four species of Odontophrynus, six of Proceratophrys and
Macrogenioglottus alipioi and to use these characters to reconstruct a phylogenetic
hypothesis to test both the monophyly of the family and its genera. To study the
chondrocrania, 60 tadpoles were cleared and double-stained and for the study of the
oral cavity, 12 tadpoles were dissected for analysis in a scanning electron
microscope. For the cladistic analysis, 47 characters were used whereas 39 were
informative. Maximum Parsimony analysis was conducted using heuristic searches.
The chondrocranium and the oral cavity of four species of Odontophrynus were very
similar. Some characters such as the processus pseudopyterigoideus length, shape
of the divergence of hypobranchial plates, number of postnarial papillae, and number
of projections lateral ridge papillae supported in part the existence of two of the three
current morphogroups (O. americanus and O. cultripes species group), while other
characters varied in populations or even individual levels. The variability found
among the six studied Proceratophrys species was informative systematically,
although some of the phenetic groups proposed to its genus were not supported
(e.g., P. cristiceps species group). Some characters have shown useful in the
diagnosis of some species and others, such as the interruption of the medial portion
of the dorsal glandular zone, were identified as probable synapomorphies of the
genus. Macrogenioglottus alipioi, in turn, showed some exclusive features such as an
average total length greater, cartilage suprarostral with two separate bodies, the
processus hyoquadrati formed by two projections and a fourth spicule separated from
hypobranchial plates. Twenty-one equally parsimonious trees recovered both the
monophyly of the family as well as the genus Proceratophrys with two and three
synapomorphies respectively. However, there was no resolution between
Odontophrynus and Macrogenioglottus. It is necessary to increase the number of
terminal taxa, as well as the number of characters to reconstruct a better resolved
phylogenetic hypothesis. However, the hypothesis generated corroborated the
phylogenetic hypotheses proposed mainly from molecular characters, demonstrating
the usefulness of the internal larval characters for phylogenetic reconstructions.

Key words: Larval morphology. Cranial anatomy. Oral anatomy. Macrogenioglottus.
Odontophrynus. Proceratophrys. Phylogeny.
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APRESENTACAO

Os anfibios séo vertebrados que possuem um ciclo de vida complexo, tendo
como uma de suas principais caracteristicas a presenca de um estagio larval no seu
desenvolvimento. A maioria das larvas é aquatica e possui uma morfologia e
fisiologia caracteristica. Das trés ordens de anfibios (Anura, Caudata e
Gymnophiona), as larvas dos anuros (girinos) sdo as que possuem as formas mais
desviantes de sua contraparte adulta (DUELLMAN & TRUEB 1994).

Pelo fato de adultos e girinos ocuparem cenarios ecoldgicos distintos, a
interacdo evolutiva entre esses dois estagios proporcionou a existéncia de uma
situacdo Unica entre esses tetrapodes (McDIARMID & ALTIG 1999). Larvas e adultos,
em principio, utilizam fontes independentes de recursos, ndo competindo por
alimentacdo ou refagio, estando, por isso, sujeitos a pressbes seletivas
diferenciadas (DUELLMAN & TRUEB 1994). Nesse contexto, o levantamento de
caracteres de girinos pode complementar matrizes de caracteres provenientes dos
adultos, fornecendo, desse modo, informacdes importantes sobre a historia evolutiva
do grupo e ajudando a elucidar relacdes filogenéticas ainda em debate (LARSON &
DE SA 1998).

O condrocranio de girinos tem se mostrado uma estrutura complexa que
varia substancialmente em sua morfologia, mesmo entre espécies préximas (LARSON
2005), tendo, por isso, grande utilidade em estudos sisteméaticos (LARSON & DE SA
1998, SokoL 1977; VERA CANDIOTI 2008). Tal estrutura corresponde ao estojo
cartilaginoso que protege o encéfalo e sustenta os 6rgdos sensoriais e 0 aparato
mandibular. Associado a ele ainda existe o aparelho hiobranquial, que sustenta as
branquias e o aparato filtrador (CANNATELLA 1999).

Outro conjunto de caracteres que tem mostrado grande potencial para
aplicabilidade taxondmica e sistematica € aquele proveniente da cavidade oral dos
girinos. Grande parte dessas estruturas € estavel durante a maior parte da fase

larval (WASSERSUG 1976a) e, por ter papel importante na fungcéo alimentar, funciona



17

como centro para a acao do processo evolutivo, podendo ter um alto significado
adaptativo (WASSERSUG 1976b).

A familia Odontophrynidae foi proposta recentemente por PYRON E WIENS
(2011) para incluir os géneros neotropicais Macrogenioglottus (1sp.), Odontophrynus
(11 spp.) e Proceratophrys (29 spp.). Nesse estudo, os autores incluiram 522
espécies de anuros e utilizaram 12 genes (nove nucleares e trés mitocondriais) em
uma reconstrucao filogenética e obtiveram um forte suporte para o monofiletismo
dos trés géneros (bootstrap = 100%). Entretanto, o conhecimento sobre as relagbes
interespecificas desse clado ainda est4 em fase inicial, existindo evidéncias tanto
para a parafilia de alguns dos géneros (AMARO et al. 2009) quanto para a nhao
sustentacdo de alguns dos grupos de espécies reconhecidos até entdo (PYRON &
WIENS 2011; Teixeira JUNIOR et al. 2012). Das 41 espécies que compdem a familia,
somente 5% possuem condrocranios descritos e em cerca de 17% ha descri¢cdes
disponiveis da cavidade oral (DE SA & LANGONE 2002; FABREzZI & VERA 1997,
NASCIMENTO et al. 2010; VIEIRA et al. 2007; WASSERSUG & HEYER 1988).

Desse modo, os principais objetivos desse trabalho foram descrever os
condrocranios e cavidades orais de Macrogenioglottus alipioi, Odontophrynus
americanus, O. carvalhoi, O. cultripes, O. maisuma, Proceratophrys boiei, P.
cristiceps, P. cururu, P. moratoi, P. renalis e P. schirchi e utilizar esses caracteres
larvais para reconstruir uma hipotese filogenética visando testar o monofiletismo da
familia Odontophrynidae e de seus géneros.

A dissertacdo estad dividida em quatro capitulos complementares e com
formatacdo independente, sendo os trés ultimos em formato de artigo cientifico. O
primeiro apresenta uma revisdo de literatura sobre o tema, com uma
contextualizacdo histérica e apresentacdo dos principais trabalhos cientificos da
area. O segundo apresenta a descricdo e comparacao do condrocranio e cavidade
oral das quatro espécies de Odontophrynus. O terceiro, da mesma forma, realiza a
descricdo e comparacdo do condrocranio e cavidade oral para as seis espécies de
Proceratophrys. Finalmente, o quarto capitulo descreve o condrocranio e a cavidade
oral de Macrogenioglottus alipioi e testa o monofiletismo da familia e de seus

géneros utilizando 47 caracteres de condrocranio e cavidade oral em uma analise
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cladistica. H4 ainda uma quinta parte em que € apresentada a conclusdo geral do
trabalho. Espera-se que os dados apresentados aqui contribuam para ampliar o
conhecimento sobre a morfologia condrocranial e da cavidade oral de
Odontophrynidae e no estabelecimento da utilidade destes caracteres larvais para a

reconstrucao filogenética da familia.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Caracteres larvais e a sistematica dos anuros

Segundo McDIARMID E ALTIG (1999), desde o século XVI ha registros de
trabalhos cientificos que abrangem, em variados graus, o estudo de girinos. Ainda
segundo esses autores, ROSEL VON ROSENHOF (1753-1758) publicou um trabalho
historicamente importante sobre histéria de vida dos anuros europeus e forneceu a
primeira descricdo da série de desenvolvimento de varias espécies, desde o ovo até
o adulto, mostrando que nessa época 0s zodélogos ja tinham conhecimento de que
0s girinos correspondiam aos estagios juvenis dos anuros.

Alguns estudos do século XIX ja mencionavam a utilidade dos caracteres
larvais para a sistematica dos anuros (e.g., VAN BAMBEKE 1863, LATASTE 1876,
1877). LATASTE (1879), por exemplo, dividiu os anuros em dois grandes grupos
baseados na posi¢cdo do espiraculo, os Mediogyrinidae incluiam as espécies cujos
girinos possuiam o espiraculo médio-ventral e os Laevogyrinidae as que possuiam o
espirdculo sinistro. Porém, esses caracteres eram considerados de menor
importancia que os tradicionais caracteres osteologicos e ndo foram bem aceitos
(STARRETT 1973). Com o0 aumento do conhecimento acerca da biologia dos girinos,
no entanto, comecaram a surgir trabalhos mais especificos que propunham o uso de
caracteres larvais como ferramenta de auxilio para a resolugdo da sistematica do
grupo. Assim, NOBLE (1926), ao estudar algumas espécies sul-africanas, encontrou
congruéncia entre os dados provenientes das larvas com aqueles oriundos dos
adultos. Posteriormente, no entanto, o mesmo autor (NoBLE 1927) chamou a
atencao para o fato de que alguns caracteres, como o aumento no numero de fileira
de denticulos e o formato do corpo, ndo seriam bons como indicadores de relacdes
sistematicas.

O interesse na importancia dos girinos para a compreensdo da sistematica
dos anuros so foi despertado efetivamente a partir dos trabalhos de ORTON (1953,
1957). A autora estudou girinos de cerca de 600 espécies e 0s agrupou em quatro
grandes tipos principais (tipos I-1V), baseados na estrutura da camara opercular e
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sua abertura externa (espiraculo) e na estrutura do disco oral, e 0os prop6s como
critérios para definicdo dos grupos de anuros. Cada um desses tipos representaria
niveis evolutivos mais amplos e dentro de cada tipo haveria tendéncias evolutivas
secundarias que seriam o0 resultado de radiacdo adaptativa ou evolucéo
convergente. Essa proposta, entretanto, ndo foi aceita por alguns autores (e.g.,
GRIFFITHS 1963, GRIFFITHS & CARVALHO 1965, KLUGE & FARRIS 1969) que
argumentaram, entre outras coisas, que esse esquema seria incapaz de definir
muitas das familias inclusas nesses grupos. Segundo STARRETT (1973), essa
controvérsia se deu principalmente como resultado de uma interpretacdo dos
caracteres externos sem um conhecimento adequado da morfologia interna.
Realmente, os caracteres internos dos girinos parecem refletir mais fielmente a
histéria evolutiva do grupo que os caracteres externos, geralmente mais plasticos e
mais sujeitos a pressées ambientais (ANDRADE et al. 2007).

Dentre os caracteres internos dos girinos, aqueles provenientes do
condrocranio e da cavidade oral tém sido os mais utilizados como ferramenta de
auxilio para o entendimento das relagbes evolutivas dos anuros e a quantidade de
trabalhos com esse enfoque tem crescido muito nos ultimos anos (e.g., WASSERSUG
1980, WASSERSUG & HEYER 1988, HaAs 1995, 1997, 2003, LARSON & DE SA 1998,
LARSON et al. 2003, PUGENER et al. 2003, LARSON 2005, 2008, ALCALDE & BARG 2006,
WEBER & CARAMASCHI 2006, D’HEURSEL & HADDAD 2007, KoLENC et al. 2008,
MIRANDA 2009, ALCALDE et al. 2011, TRuUEB et al. 2011, RUGGERI & WEBER 2012).
Adicionalmente, e tendo em mente a importancia sistematica desses caracteres,
muitos autores tém focado em descricbes de condrocranio e cavidade oral, em
associacdo ou ndo com a morfologia externa, contribuindo sobremaneira com o
conhecimento sobre a diversidade morfologica dessas estruturas (e.g., DE JONGH
1968, SokoL 1981, LAVILLA & FABREzI 1992, LAVILLA & LANGONE 1995, FABREZI &
VERA 1997, DE SA & HiLL 1998, D’'HEURSEL & DE SA 1999, WILD 1997, 1999, SWART &
DE SA 1999, LAvILLA & DE SA 2001, AGUILAR et al. 2007, VERA CANDIOTI 2008,
RABANAL & FORMAS 2009, BARRASSO et al. 2012, BILATE et al. 2012).

Com relacdo especificamente aos condrocranios, CANNATELLA (1999)

afirmou que o primeiro trabalho sobre essa estrutura foi provavelmente o de DUGES
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(1834), que ilustrou e descreveu o condrocranio de Pelobates fuscus. A propria
STARRETT (1973) utilizou caracteres larvais internos, entre eles os de condrocranio,
para propor uma hipotese de evolucdo dos quatro grupos de anuros baseados nos
tipos de girinos de Orton, inclusive reconhecendo-os taxonomicamente. Assim, 0s
Xenoanura (tipo 1) e Scoptanura (tipo 1l) seriam 0s mais primitivos e os Lemmanura
(tipo 1ll) e Acosmanura (tipo IV) os mais derivados, sendo o tipo IV mais
especializado que o tipo Ill. Pouco depois, SokoL (1975) também revisou as relacdes
evolutivas dos anuros a partir da morfologia interna dos girinos, incluindo
condrocranio, e chegou a uma proposta diferente da de Starrett para a evolugao dos
tipos larvais, segundo o autor, as larvas tipo Il e IV seriam as mais primitivas,
fornecendo o estoque que evoluiram os tipos | e 1.

A partir da segunda metade da década de 1990, os caracteres de
condrocranio comegaram a ser utilizados, unicamente ou em associagdo com outros
caracteres larvais, visando reconstrucdes filogenéticas. LARSON E DE SA (1999)
apresentaram a primeira hipotese das relacfes intrarespecificas de um género (22
espécies de Leptodactylus) baseada unicamente em caracteres de condrocranio.
Suas andlises sugeriram a existéncia de dois clados dentro de Leptodactylus, a nédo
sustentacao dos atuais grupos de espécies reconhecidos e a parafilia do género.
PUGENER et al. (2003) montaram uma filogenia dos anuros basais
(“archaeobatrachians”) a partir de 43 caracteres larvais (dos quais 41 eram de
condrocranio) e posteriormente combinaram esses dados com o0s caracteres
osteolégicos dos adultos e sugeriram como seriam os estados de caracteres do
provavel “girino ancestral”. No mesmo ano, Haas (2003) apresentou uma ampla
filogenia, englobando 81 espécies de anuros e quatro de caudados, a partir de
caracteres majoritariamente larvais (dos quais 30 eram de condrocranio), e
encontrou suporte para varios clados ja bem conhecidos. Além desses estudos, uma
série de outros trabalhos tem discutido as estruturas de condrocranio a luz das
hipéteses filogenéticas atualmente aceitas, procurando encontrar padrbes na
distribuicdo de seus caracteres (e.g., SokoL 1977, HAAS 1995, LARSON et al. 2003,
LARSON 2005, 2008).
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J& quanto a cavidade oral, alguns trabalhos do final do século XIX até o
comeco da década de 1970 j& apresentavam descricdes dessas estruturas para
algumas espécies, porém, as terminologias utilizadas eram inconsistentes e muitos
caracteres eram negligenciados, além das ilustracdes em geral serem pobres em
detalhes (e.g., PARKER 1881, SAVAGE 1952, KENNY 1969, GRADWELL 1974). Foi
WASSERSUG (1976a) que, procurando novos caracteres das larvas que poderiam ser
Gteis no entendimento de relacbes filogenéticas, padronizou a terminologia
anatdbmica e introduziu novos termos e conceitos. Seus trabalhos subsequentes
(WASSERSUG 1976b, WASSERSUG 1980, WASSERSUG & HEYER 1988) expandiram o
conhecimento sobre a variabilidade da cavidade oral larval, seu papel na ecologia
alimentar e sua utilidade na compreensdo das relacdes evolutivas dos anuros.
Desde entdo uma série de trabalhos comparativos de cavidade oral tem sido
publicados, muitos deles com implicacdes sistematicas (e.g., VIERTEL 1982,
ECHEVERRIA & LAvILLA 2000, GROSJEAN et al. 2004, WEBER & CARAMASCHI 2006,
D’HEURSEL & HADDAD 2007, KoLENC et al. 2008, MIRANDA & FERREIRA 2009,
NASCIMENTO et al. 2009, 2010, PROVETE et al. 2011, RUGGERI & WEBER 2012). Por
outro lado, apesar de grande parte dos caracteres da cavidade oral ser estavel
durante a maior parte da fase larval (WASSERSUG 1976b) e poder apresentar
informacédo filogenética consistente (WASSERSUG & HEYER 1988) existem poucos
trabalhos que os utilizaram para propor hipéteses filogenéticas (veja FAIvovicH 2002,
PRADO 2006, MIRANDA 2009).

1.2 Caracterizacdo morfolégica do condrocréanio

O condrocranio do girino funciona como um estojo cartilaginoso que protege
0o encéfalo e sustenta os 0Orgdos sensoriais e o aparato mandibular (Fig. 1;
CANNATELLA 1999). Pode ser didaticamente dividido nas seguintes partes (Figs. 2 e
3; sensu CANNATELLA 1999, LARSON & DE SA 1999):

1. Neurocranio

E o condrocranio propriamente dito, encerra o encéfalo e os 0Orgéos

sensoriais. Podem-se reconhecer as seguintes regides nessa estrutura:
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- Regi&o etmoidal — é a regido mais anterior do condrocranio. E formada pela
cartilagem suprarrostral (que sustenta 0 bico cOrneo superior) e pelas cornua
trabeculae. Essa se conflui posteriormente no planum trabeculare anticum que por
sua vez forma o planum ethmoidale, originando a parede anterior da caixa craniana
e sustentando as capsulas nasais.

- Regido orbitotemporal — € a regido correspondente a parte central do piso
craniano e as paredes laterais. E formado pelo planum intertrabeculare, que oclui a
fenestra basicranialis, contribuindo com o piso craniano. E possivel encontrar ainda
dois pares de forames no piso, o foramen craniopalatina e o foramen carotica
primaria. As paredes laterais sdo formadas pelas cartilagens orbitais e quatro
forames podem ser encontrados nessa éarea, o foramen prooticum, opticum,
oculomotorium e trochlear. As cartilagens orbitais ainda delimitam a abertura
superior da caixa craniana, a fenestra frontoparientalis.

- Regi&o otooccipital — é a regido posterior do condrocranio. E formada pelas
capsulas oticas, planum basale e pelos arcus occipitalis. Os arcus occipitalis se
estendem ventralmente a partir da margem posteromedial das capsulas oticas, se
funde com o planum basale e dédo origem aos coéndilos occipitais. Dois forames
principais sdo encontrados nessa regido, o foramen jugulare e o foramen
perilymphaticum inferior.

2. Componentes viscerais

E a parte derivada ontogeneticamente dos arcos viscerais (HILDEBRAND &
GosLow 2006). Forma o aparato mandibular e o hiobranquial. Podem-se reconhecer
as seguintes regides nessa estrutura:

- Palatoquadrado — é uma longa faixa plana de cartilagem, lateral ao
neurocranio e que se ancora a ele por no minimo dois processos cartilaginosos, a
comissura quadratocranialis anterior e 0 processus ascendens.

- Cartilagens de Meckel e infrarrostral — sdo duas cartilagens que se
articulam para formar a mandibula inferior da larva. A cartilagem infrarrostral oferece
suporte ao bico corneo inferior.

- Aparato hiobranquial — estrutura situada ventralmente ao neurocranio e

ligada a ele pelo palatoquadrado. E formado basicamente pelo ceratohial e pelo
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esqueleto hiobranquial, o primeiro forma o alicerce do piso bucal e serve de
alavanca por onde os musculos responsaveis pelo bombeamento bucal agem, o
segundo é formado pelas placas hipobranquiais e ceratobranquiais e sé&o

responsaveis pela sustentacdo das branquias e aparato filtrador.

Figura 1 — Microfotografia do esqueleto do girino de Odontophrynus carvalhoi (A)
(estdgio 34; MUFAL 10717) em vista dorsal; (B) condrocranio e (C) aparato
hiobranquial desarticulados.
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Figura 2 — Esquema do condrocranio (A) e do aparato hiobranquial (B) evidenciando
as regioes anatdbmicas.
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Figura 3 — Esquema do condrocranio (A) e do aparato hiobranquial (B) evidenciando
algumas das principais estruturas anatdbmicas.

1.3 Caracterizacdo morfoldégica da cavidade oral

A cavidade oral dos girinos € a regido envolvida principalmente com a
funcdo alimentar, especialmente a ingestio (WASSERSUG 1980). E formado por
estruturas basicamente responsaveis pela selecdo e conducdo das particulas

alimentares até a cavidade faringeal. E estreita na por¢do anterior, proximo a
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abertura bucal, alarga-se na regido mediana e torna a estreitar-se novamente na
regido proxima a faringe e ao esdfago (MIRANDA 2009). Pode ser dividida em uma
parte dorsal (teto bucal) e uma ventral (piso bucal) (Fig. 4; sensu WASSERSUG
1976a):

1. Teto bucal

E dividido topograficamente em trés regiées. A primeira, € mais anterior, € a
arena pré-nasal, delimitada anteriormente pela cartilagem suprarrostral e
posteriormente pelas narinas internas. Geralmente existem pustulacdes, papilas ou
cristas nessa area. As narinas internas (coanas) geralmente possuem um formato de
fenda, com uma orientacao transversal ou obliqua. A segunda regido topografica € a
arena pos-nasal, situada entre as narinas anteriormente e a crista mediana
posteriormente, é estruturalmente complexa, geralmente existindo conjuntos de
papilas ao longo dessa regido. A crista mediana é uma aba transversal que serve
como importante marca diviséria da metade do teto bucal. Posteriormente a ela
inicia-se a terceira e maior regido topogréafica, a arena do teto bucal (buccal roof
arena). Geralmente ha inumeras pustulacées espalhadas uniformemente ao longo
dessa éarea. E delimitada lateral e posteriormente por fileiras com niimero variado de
papilas (papilas da arena do teto bucal). Na regido posterior, atrds da arena do teto
bucal, h4 o velum dorsal e a zona glandular, essa ultima é um tecido secretor
(variavelmente desenvolvido de espécie a espécie) que se estende posterior e
lateralmente sobre o velum dorsal.

2. Piso bucal

A regido mais anterior do piso € chamada de arena pré-lingual, onde se
situam as papilas infralabiais, essas podem ter varios formatos, numeros e
tamanhos. Posteriormente encontra-se o primérdio lingual, sobre o qual se situam as
papilas linguais, que sdo geralmente pareadas e simetricamente dispostas ao longo
da linha mediana. Logo apos o primordio ha a arena do piso bucal (buccal floor
arena), que é delimitada lateral e posteriormente por um conjunto de papilas (papilas
da arena do piso bucal), essas, se grandes o suficiente, se curvam
anteromedialmente, circunscrevendo a arena. Lateralmente a arena do piso bucal

existem as bolsas bucais, que correspondem a primeira fenda branquial verdadeira e
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que leva a camara atrial (opercular). Posteriormente h4 o velum ventral, aba que se
continua dorsalmente com o velum dorsal.

bico cérneo
superior
narinas a’rena
internas pré-nasal
arena
papilas pos-nasal
pos-nasais _ '
papilas laterais
crista a crista
mediana arena do
teto bucal
zona
glandular
velum dorsal
bico corneo . papllqs_
inferior infralabiais
papilas
linguais
arena do
fenda bucal piso bucal
velum
ventral

Figura 4 - Microfotografia eletrébnica de varredura do teto (A) e piso bucal (B) do
girino de Proceratophrys cristiceps (estagio 36; MUFAL 9821) evidenciando as

principais estruturas anatémicas.
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1.4 Histérico dos géneros da familia Odontophrynidae
1.4.1 O género Macrogenioglottus

O género monotipico Macrogenioglottus (Fig. 5) foi descrito por CARVALHO
(1946) para incluir a espécie M. alipioi, tendo o municipio de llhéus, estado da Bahia
como localidade tipo. O autor alocou o género na entdo familia Ceratophrydidae e o
considerou muito préximo a Odontophrynus, apesar de se assemelhar, em certos
aspectos, a Proceratophrys, e em outros, a Rhinella. Durante muito tempo as
afinidades sistematicas do género foram alvo de debates. LIMESES (1964, 1965),
baseado na morfologia da musculatura mandibular e da coxa, encontrou evidéncias
gue mostraram Macrogenioglottus mais similar a Bufonidae que de Leptodactilidae,
assertiva que foi corroborada por REIG (1972). Esse autor estudou detalhadamente o
esqueleto, musculatura e aparato hiolaringeal de M. alipioi e concluiu que esse taxon
seria mais similar ao bufonideos do que qualquer outro leptodactilideo, porém com
diferencas  suficientes para ser incluido em uma familia propria
(Macrogenioglottidae). LYNCH (1971), por outro lado, alocou o género na tribo
Odontophrynini da familia Leptodactylidae e decidiu sinonimiza-lo a Odontophrynus,
baseado na semelhanca dos caracteres diagndsticos osteolégicos de
Macrogenioglottus com O. carvalhoi. Ao verificar a lista de espécimes examinados
por Lynch, porém, percebe-se que o autor ndo teve acesso a nenhum exemplar de
Macrogenioglottus. HEYER (1975), apesar de também ndo ter examinado nenhum
exemplar de Macrogenioglottus, rejeitou a proposta de sinonimizacdo de LYNCH
(1971), considerando que Macrogenioglottus e Odontophrynus possuiam um
conjunto de caracteres ndo compartiihado por mais ninguém, mas que essa
sinonimizacao obscureceria as singularidades de cada género. Essa similaridade de
Macrogenioglottus a Odontophrynus também foi reforcada por estudos da morfologia
externa da larva e vocalizagdo (ABRAVAYA & JACKSON 1978), cariotipo (SILVA et al.
2003) e recentemente por dados moleculares (AMARO et al. 2009, PYRON & WIENS
2011, TEIXEIRA JUNIOR et al. 2012).

O género atualmente parece ser endémico do dominio morfoclimatico da

Floresta Atlantica (leste do Brasil) (sensu AB’SABER 1967), com registros conhecidos
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para os estados de Alagoas (BOuRGEOIS 2010, TiBURcliO et al. 2008), Bahia
(CAMURUGI et al. 2010, CARVALHO, 1946), Espirito Santo (ABRAVAYA & JACKSON 1978)
e Sao Paulo (CoNDEz et al.,, 2009, TiBurRcio et al, 2008). Devido a sua ampla
distribuicdo geogréfica e a caréncia de um estudo taxonémico detalhado incluindo
vérias populacdes da espécie em toda sua area de distribuicdo, pode ser que exista
mais de uma espécie de Macrogenioglottus. Essa suposicdo € reforcada, por
exemplo, pelo fato do girino da espécie descrito para a regido sudeste (ABRAVAYA &
JACKSON 1978) diferir em varios aspectos em sua morfologia externa do descrito

para a regiao nordeste do pais (LISBOA et al. 2011).
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Figura 5 — (A) Individuo adulto (comprimento total = 11 cm) e (B) girino (comprimento
total = 5 cm) de Macrogenioglottus alipioi proveniente de Maceid, Alagoas (foto: A-
Gabriel Skuk, B- Bruno Vilela).

1.4.2 O género Odontophrynus

O género Odontophrynus (Fig. 6) foi proposto por REINHARDT E LUTKEN

(1862) tendo como espécie tipo O. cultripes, proveniente de Lagoa Santa, estado de
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Minas Gerais, Brasil. Posteriormente, o género, até entdo com trés espécies (O.
americanus, O. cultripes e O. occidentalis) foi revisado por SAVAGE E CEl (1965), que
produziu novas diagnoses para essas espécies e descreveu uma espécie nova, O.
carvalhoi. Segundo esses autores, as caracteristicas analisadas (morfologia externa
do adulto e larva, esqueleto e proteinas do plasma) ndo foram informativas para o
entendimento de suas relagdes interespecificas. LYNCH (1971) alocou o género,
baseado em similaridade geral principalmente de caracteres osteoldgicos, na tribo
Odontophrynini da familia Leptodactylidae junto com Proceratophrys. O autor
encontrou dificuldades para distinguir o género das espécies de Proceratophrys do
grupo bigibbosa baseado somente em caracteres externos, mas encontrou
diferencas osteoldgicas suficientes para separa-los. Cel (1980, 1987) em seu tratado
sobre os anfibios da Argentina, também caracterizou o género e as espécies com
distribuicdo conhecida para o pais. CARAMASCHI E NAPOLI (2012) revisaram O grupo
de O. cultripes, redescreveram O. carvalhoi e descreveram uma espécie nova, O.
monachus.

Foi em Odontophrynus que se obteve o primeiro registro de poliploidia
bissexual em vertebrados. SAEz E BRuM (1959) descobriu uma variabilidade no
namero de cromossomos em Odontophrynus americanus. Mais tarde, BECAK et al.
(1966) comprovaram a tetraploidia constante (2N = 4X = 44) em espécimes
brasileiros de O. americanus. BECAk et al. (1970) também encontraram uma
populacdo diploide da espécie morfologicamente indistinguivel da tetrapldide e que
poderiam ser consideradas espécies distintas segundo BECAK E BEGAK (1974).
MARTINO E SINSCH (2002) mostraram evidéncias, a partir de trés conjuntos de
caracteres independentes (morfologia externa, canto de anuncio e alozimas), de que
o complexo dipléide-tetrapléide de O. americanus (da Argentina central) realmente
correspondiam a espécies distintas, permanecendo, entdo, as populacdes 4N como
O. americanus e as populagdes 2N como uma nova espécie: O. cordobae. Porém,
0S autores ressaltaram ndo ter certeza se as populagdes 2N brasileiras atribuidas a
O. americanus seriam O. cordobae.

O género atualmente tem uma distribuicdo conhecida nas por¢des sul e leste

da América do Sul (CARAMASCHI & NApoLI 2012; FrRosT 2013) e, no momento, €
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composto por 11 espécies agrupadas em trés grupos fenéticos (SAVAGE & CEl 1965,
Cel et al. 1982, DI TADA et al. 1984, Cel 1985, 1987, MARTINO & SINSCH 2002, ROSSET
et al. 2006, 2007, RosseT 2008) baseado na presenca, niumero e forma das
glandulas cutaneas. Assim, o grupo de Odontophrynus americanus € formado por
espécies caracterizadas pela auséncia de grandes glandulas dorsais na tibia e
antebraco; glandulas pés-orbital, temporal e parotoide indistintas, apesar de algumas
cristas glandulares possam estar presentes nas regides pos-orbitais, parotdides e na
superficie posterolateral do antebraco, fazendo parte desse grupo O. americanus, O.
lavillai, O. cordobae e O. maisuma. O grupo de O. occidentalis é caracterizado por
um crescimento das glandulas pés-orbital e temporal, presenca de varias glandulas
parotéides de moderado tamanho, numerosas glandulas dilatadas espalhadas pelo
dorso e laterais do corpo, palpebras superiores com algumas verrugas grandes e
varias pequenas, superficies anteriores dos antebracos e tibias com pequenas
glandulas e uma prega glandular na superficie posterolateral do antebraco, fazendo
parte desse grupo O. occidentalis, O. barrioi e O. achalensis. O grupo de O.
cultripes, por sua vez, engloba O. cultripes, O. carvalhoi e O. monachus, espécies
que apresentam uma UuUnica e desenvolvida glandula parotdide, auséncia de
glandulas dilatadas no dorso e laterais do corpo, exceto pela presenca de glandulas
pos-orbital e temporal, presenca de uma prega glandular na superficie posterior do
braco e presenca ou auséncia de uma glandula tibial. Além disso, O. salvatori,
atualmente ndo alocado a nenhum grupo, pertencia a um extinto grupo (grupo de O.
moratoi) junto com O. moratoi, espécie transferida para o género Proceratophrys por
AMARO et al. (2009) baseados em analises moleculares de trés genes (16S, cyt-b e
Rag-1). Os autores ainda ressaltaram que O. salvatori também poderia estar
incorretamente alocado em Odontophrynus, uma vez que a espécie teria caracteres
considerados intermediarios entre Odontophrynus e Proceratophrys (CARAMASCHI
1996, BRANDAO & BATISTA 2000).

O conhecimento das relac¢des filogenéticas interespecificas do género ainda
esta em fase inicial com ao menos dois dos grupos fenéticos reconhecidos (grupo
americanus e cultripes) ndo corroborados em andlises moleculares (AMARO et al.
2009, TEIXEIRA JUNIOR et al. 2012).
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Figura 6 — (A) Individuo adulto (comprimento total = 8 cm) e (B) girino (comprimento
total = 5 cm) de Odontophrynus carvalhoi proveniente de Triunfo, Pernambuco (foto:
A- Elvira Costa, B- Filipe Augusto Nascimento).

1.4.3 O género Proceratophrys

O género Proceratophrys (Fig. 7) foi proposto por MIRANDA-RIBEIRO (1920)
tendo como espécie tipo P. biggibosa, proveniente do estado do Rio Grande do Sul,

Brasil. LyncH (1971), usando principalmente caracteres osteoldgicos, redefiniu o
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género, que passou a incluir as espécies até entdo alocadas em Stombus, e esse,
por sua vez, foi considerado sindbnimo de Ceratophrys. Esse arranjo passou a ser
amplamente aceito desde entdo. IZECKSOHN et al. (1998), revisaram o complexo de
espécies de Proceratophrys com apéndice rostral, definindo alguns caracteres
morfolégicos externos e a partir dai estabelecendo novas diagnoses para as
espécies até entdo conhecidas e descrevendo duas espécies novas, P. subguttata e
P. phyllostomus. Por sua vez, KweT E FAlvovicH (2001) revisaram o grupo de
espécies de P. bigibbosa, descrevendo uma espécie nova, P. brauni, e fornecendo
uma chave de identificacdo das espécies do grupo. Posteriormente, IZECKSOHN et al.
(2005) realizaram um estudo comparativo do cranio de P. boiei, P. appendicullata, P.
melanopogon e P. laticeps e concluiram que as trés primeiras espécies poderiam
pertencer a um mesmo grupo, separado de P. laticeps.

ANANIAS et al. (2007) estudaram o cariétipo de trés populacdes de
Proceratophrys boiei e encontraram diferencas citogenéticas suficientes entre as
populacdes do sudeste e nordeste do pais para considerar a existéncia de uma
complexo de espécies sobre o nome de P. boiei. Logo depois, PRADO E POMBAL
(2008) realizaram uma ampla revisdo taxondmica das espécies de Proceratophrys
com apéndices palpebrais e, além de descreverem duas espécies novas,
encontraram diferencas craniais suficientes entre as populacdes de P. boiei do
nordeste e sudeste do Brasil para considera-las espécies distintas. Com isso, 0
nome P. renalis foi revalidado da sinonimia para as espécies do nordeste. Essa
separacao foi corroborada em seguida por estudos de morfologia larval (NASCIMENTO
et al. 2010) e canto de anuncio (SANTANA et al. 2011).

O género atualmente é encontrado em ambientes florestados e areas
abertas, habitando o Brasil, nordeste da Argentina e Paraguai (FROST 2013). No
momento, existem 29 espécies conhecidas e destas, cerca de 30% foram descritas
nos Gltimos trés anos (CRuz & NaPoLI 2010, AviLA et al. 2011, MARTINS & GIARETTA
2011, NaPoLI et al. 2011, AviLA et al. 2012, CRuz et al. 2012, TEIXEIRA JUNIOR et al.
2012). A maioria esta reunida em trés grupos fenéticos baseado em caracteristicas
como a presenca ou ndo de apéndices cutaneos palpebrais e intumescéncias

cutaneas pos-oculares (GIARETTA et al. 2000, KwWET & FAIvoviCcH 2001, IZECKSOHN et



38

al. 1998, PRADO & PomBAL 2008). Assim, o grupo de P. biggibosa reune espécies
que apresentam o focinho curto e rombudo, a presenca de intumescéncias pos-
oculares e grandes tubérculos marginais nas palpebras, fazendo parte desse grupo
P. avelinoi, P. bigibbosa, P. brauni e P. palustris. O grupo de P. cristiceps relne as
espécies caracterizadas pela auséncia de apéndices palpebrais e intumescéncias
pos-oculares, fazendo parte P. aridus, P. caramaschii, P. concavitympanum, P.
cristiceps, P. cururu, P. huntingtoni, P. moratoi, P. goyana, P. strussmannae, P.
vielliardi. Ja o grupo de P. boiei reline espécies com apéndices palpebrais Unicos e
uni-cuspidados, é dividido em dois complexos de espécies, o complexo de P. boiei,
gue reune as espécies sem um apéndice rostral: P. boiei, P. paviotii e P. renalis; e 0
complexo de P. appendiculata, que engloba as espécies com apéndice rostral
triangular: P. appendiculata, P. laticeps, P. melanopogon, P. moehringi, P.
phyllostomus, P. sanctaritae, P. subguttata e P. tupinamba. Quatro espécies nao sao
formalmente associadas a nenhum grupo: P. minuta, P. redacta, P. rondonae e P.
schirchi (sendo as duas primeiras parecendo estarem relacionadas a P. schirchi;
NAPOLI et al. 2011, TEIXEIRA JUNIOR et al. 2012).

Evidéncias moleculares tém apontado para o monofiletismo do género
(PYRON & WIENS 2011, TEIXEIRA JUNIOR et al. 2012), entretanto, tal como
Odontophrynus, a existéncia de alguns dos tradicionais grupos nao tem sido
corroborada (AMARO et al. 2009, PYRON & WIENS 2011, TEIXEIRA JUNIOR et al. 2012) e

nenhum estudo incluiu todas as espécies conhecidas.
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Figura 7 — (A) Individuo adulto (comprimento total = 5 cm) e (B) girino (comprimento
total = 3 cm) de Proceratophrys renalis proveniente de Maceid, Alagoas (fotos: Filipe
Augusto Nascimento).

1.4.4 Historico das relagfes entre os trés géneros

MIRANDA-RIBEIRO (1926), baseado em similaridades da morfologia externa,
alocou o0s géneros Ceratophrys, Stombus, Odontophrynus, Zachaenus e
Proceratophrys na familia Ceratophrydidae, mesma familia em que foi alocada
Macrogenioglottus por CARVALHO (1946) quando descreveu M. alipioi. REIG (1972),
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ao estudar o esqueleto, a musculatura e o aparato hiolaringeal de
Macrogenioglottus, concluiu que ele seria mais préximo dos bufonideos que dos
ceratofrinideos, sendo a semelhanca com Odontophrynus, Stombus e
Proceratophrys atribuida & convergéncia. Os caracteres diferenciais de
Macrogenioglottus foram, inclusive, considerados suficientes para o autor incluir o
género em uma familia prépria, Macrogenioglottidae. Porém, quase ao mesmo
tempo e independentemente, LYNCH (1971), baseado principalmente em caracteres
0sseos, transferiu as espécies alocadas em Stombus para Proceratophrys e
sinonimizou  Macrogenioglottus a Odontophrynus, alocando-os na tribo
Odonophrynini, subfamilia Telmatobiinae da familia Leptodactylidae. Logo depois,
HEYER (1975), analisando as relacdes intergenéricas da familia Leptodactylidae, ndo
aceitou a sinonimizacédo de Macrogenioglottus a Odontophrynus e considerou esses
dois géneros e mais Proceratophrys, Ceratophrys e Lepitobatrachus como membros
de Ceratrophines, preferindo, no entanto, manter esse agrupamento como uma
unidade taxonbémica informal. FrRosT et al. (2006), em sua extensa analise
filogenética de mais de 500 espécies de anfibios (baseados majoritariamente em
caracteres  moleculares), alocou Macrogenioglottus, = Odontophrynus e
Proceratophrys e mais 11 géneros na familia Cycloramphidae, sendo Proceratophrys
grupo irmao de Odontophrynus. Apesar dos autores nao terem tido acesso a
Macrogenioglottus, ndo consideraram isso um problema uma vez que estudos
anteriores ja apontavam sua semelhanca com Odontophrynus. GRANT et al. (2006)
mantiveram o0s trés géneros em Cycloramphidae mas n&o reconheceram as
subfamilias e tribos sugeridas por FROST et al. (2006). Recentemente, PYRON E
WIENS (2011), realizaram uma ampla andlise molecular a partir de sequéncias de
DNA do GenBank e encontraram um forte suporte que indicavam a parafilia de
Cycloramphidae e o monofiletismo do grupo composto por Macrogenioglottus,
Odontophrynus e Proceratophrys, decidindo, entéo, elevar esse clado ao status de
familia, Odontophrynidae (equivalente a Tribo Odontophrynini de LyncH 1971). Tal

arranjo foi adotado por FROST (2013).
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2 CONDROCRANIO E CAVIDADE ORAL DE GIRINOS DE QUATRO ESPECIES
DE Odontophrynus (ANURA, ODONTOPHRYNIDAE)*

Resumo

O género Odontophrynus € composto por 11 espécies de sapos de porte médio com
distribuicdo conhecida nas porcdes sul e leste da América do Sul. O conhecimento
de suas relacdes filogenéticas interespecificas ainda esta em fase inicial. Uma vez
qgue caracteres de morfologia larval interna, principalmente condrocranio e cavidade
oral, ttm se mostrado Uteis no entendimento das relacbes evolutivas dos anuros, 0
presente estudo teve como objetivos descrever os condrocranios e cavidades orais
de O. americanus, O. maisuma, O. carvalhoi e O. cultripes e discutir essas
informacBes a luz do conhecimento taxondémico e filogenético existente. Para a
descricdo dos condrocranios 21 larvas foram submetidas ao processo de
diafanizacdo e para o estudo da cavidade oral cinco larvas foram dissecadas para
andlise no microscopio eletrébnico de varredura. Tanto o condrocranio quanto a
cavidade oral das quatro espécies apresentaram um aspecto bastante similar, o que
pode tornar dificultosa a utilizacdo desses caracteres para reconstrugdes
filogenéticas interespecificas. Por outro lado, alguns caracteres, como comprimento
do processus pseudopyterigoideus, forma da divergéncia das placas hipobranquiais,
namero de papilas pds-nasais e numero de projecdes das papilas laterais a crista,
corroboraram, em parte, a existéncia de dois dos trés atuais morfogrupos de
espécies (grupo de O. americanus e O. cultripes), enquanto outros caracteres
variaram em niveis populacionais e até individuais.

Palavras-chave: forma larval, anatomia cranial, anatomia oral, Odontophrynus
americanus, O. maisuma, O. carvalhoi, O. cultripes.

1 . . s,y
Manuscrito a ser submetido ao periddico Zootaxa
(instrugcbes aos autores em www.mapress.com/zootaxa/support/author.html)
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Abstract

Tadpole chondrocranium and oral cavity of four Odontophrynus species
(Anura, Odontophrynidae)

The genus Odontophrynus is composed of 11 species of medium-sized frogs with
known distribution in the south and east of South America. Knowledge of its
interspecific phylogenetic relationships is still in the initial stages. Since the
characters of internal larval morphology, primarily the chondrocranium and oral
cavity, have been shown to be useful in understanding the evolutionary relationships
of frogs, the present study aims to describe the chondrocrania and oral cavities of O.
americanus, O. maisuma, O. carvalhoi and O. cultripes and discuss this information
in terms of current taxonomic and phylogenetic knowledge. Twenty-one tadpoles
were cleared and double-stained for chondrocranium description and five tadpoles
were dissected for analysis in a scanning electron microscope. Both chondrocranium
and oral cavity of the four species showed an apparent similar aspect that hinders
the use of these characters for interspecific phylogenetic reconstructions. On the
other hand, some characters, such as the Ilength of the processus
pseudopyterigoideus, shape of divergence of the hypobranchial plates, number of
postnarial papillae and number of projections of the lateral ridge papillae, partially
corroborated the existence of two of the three current morpho-groups of species (O.
americanus and O. cultripes species groups), while others varied in population and
individual levels.

Key words: larval forms, cranial anatomy, oral anatomy, Odontophrynus
americanus, O. maisuma, O. carvalhoi, O. cultripes.



53

2.1 Introducéao

O género neotropical Odontophrynus Reinhardt e Litken, 1862 foi alocado
por Lynch (1971), baseado em similaridade geral, na tribo Odontophrynini da familia
Leptodactylidae, juntamente com Proceratophrys e Macrogenioglottus (entédo
sinonimizado a Odontophrynus). Mais tarde, Heyer (1975) concluiu que
Odontophrynus e Macrogenioglottus n&o seriam sindnimos, apesar de
compartilharem algumas caracteristicas. Frost et al. (2006) ao produzirem uma
extensa analise filogenética utilizando caracteres morfoldégicos e principalmente
moleculares, alocaram Odontophrynus, juntamente com Proceratophrys e mais 12
géneros, na familia Cycloramphidae. Recentemente, Pyron e Wiens (2011)
realizaram uma analise molecular baseada em 12 genes (trés mitocondriais e nove
nucleares) e encontraram um forte suporte para o clado formado por
Odontophrynus, Macrogenioglottus e Proceratophrys, decidindo eleva-lo ao status
de familia (Odontophrynidae). Atualmente, Odontophrynus é composto por 11
espécies de sapos de porte médio com distribuicdo conhecida nas por¢cdes sul e
leste da América do Sul (Caramaschi & Napoli 2012; Frost 2013), possuindo uma
origem atribuida, juntamente com alguns outros Hyloidea, ao evento de radiacéo
explosiva ocorrida apds o episédio de extingdo Cretaceo-Térciario (Roelants et al.
2007). Os caracteres diagnésticos desse género foram estabelecidos principalmente
pela osteologia dos adultos (Savage & Cei 1965; Lynch 1971) e, no momento, trés
grupos fenéticos sdo reconhecidos (Savage & Cei 1965; Caramaschi 1996; veja
também Caramaschi & Napoli 2012 para uma sinopse): grupos de O. americanus,
cultripes e occidentalis. Além disso, O. salvatori, atualmente ndo alocado a nenhum
grupo, pertencia a um extinto grupo junto com O. moratoi (grupo de O. moratoi),
espécie transferida para o género Proceratophrys por Amaro et al. (2009) baseado
em estudo molecular. O conhecimento das relagfes filogenéticas interespecificas de
Odontophrynus ainda esta em fase inicial (Amaro et al. 2009; Pyron & Wiens 2011) e
nunca foi acessado através de dados morfoldgicos.

O uso de caracteres larvais como ferramenta para estudos de sistematica e
evolucdo dos anuros ja tem longa data (e.g., Lataste 1879; Orton 1953; Starrett

1973; Sokol 1975), dentre esses, os caracteres de morfologia interna, principalmente
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condrocranio e cavidade oral, ttm se mostrado Uteis para elucidar relacdes
filogenéticas dos anuros, tanto em niveis taxondémicos mais abrangentes
(Wassersug & Heyer 1988; Maglia et al. 2001; Pugener et al. 2003) como entre
espécies proximas (Larson & De Sa 1998; Larson 2005; D’'Heursel & Haddad 2007;
Vera Candioti 2008). Ademais, uma vez que uma grande parte do aparato
morfoldgico larval est4 direcionada a fungéo alimentar (Wassersug 1980; Cannatella
1999) o estudo desses caracteres também pode fornecer insights sobre a ecologia
alimentar e habitat desses organismos (e.g., Wassersug 1980; Wassersug & Heyer
1988). Todavia, a caréncia de descri¢cdes detalhadas do condrocranio e cavidade
oral das larvas de grande parte das espécies de anuros constitui um dos principais
obstaculos a esse tipo de estudo, limitando o emprego de uma abordagem
comparativa.

O género Odontophrynus pode ser considerado um exemplo tipico dessa
caréncia, pois informacdes sobre os condrocranios sao disponiveis somente para
trés espécies: Fabrezi e Vera (1997) descreveram brevemente os condrocranios de
O. americanus e O. lavillai, enquanto Haas (2003) ilustrou e levantou alguns
caracteres do condrocranio de O. achalensis. Ja quanto a cavidade oral, descri¢cdes
estdo disponiveis apenas para O. americanus e O. occidentalis (Wassersug & Heyer
1988). Desse modo, os objetivos do presente estudo sdo (1) descrever o0s
condrocranios e cavidades orais de O. americanus, O. maisuma (pertencentes ao
grupo americanus), O. carvalhoi e O. cultripes (pertencentes ao grupo cultripes) e (2)
discutir essas informagbes a luz do conhecimento taxondmico e filogenético

existente.

2.2 Material e métodos

Todas as larvas utilizadas foram fixadas em formalina a 10% tamponada
(gradacao comercial) e estagiadas de acordo com a tabela de desenvolvimento de
Gosner (1960). Espécimes examinados, estagios de desenvolvimento disponiveis,
dados de coleta, numero de voucher e cole¢cbes procedentes encontram-se listados

no Apéndice A.
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2.2.1 Condrocranio

A descricdo dos condrocranios foi baseada em uma série de 21 girinos (seis
girinos de Odontophrynus americanus, trés de O. maisuma, quatro de O. cultripes e
oito de O. carvalhoi). Os espécimes foram submetidos ao processo de diafanizacéo
segundo o protocolo adaptado de Dingerkus e Uhler (1977; anexo A) objetivando a
visualizacdo do esqueleto larval. llustragcbes dos condrocranios e aparatos
branquiais foram feitas com o auxilio de um estereomicroscopio Leica MZ6 com
camara clara acoplada. Microfotografias digitais foram tiradas em um
estereomicroscopio Leica S8 APO com uma camera fotografica Leica LAS EZ
acoplada. Medidas morfolégicas (em mm) seguiram Alcalde e Rosset (2003) e
Alcalde et al. (2011) e foram feitas a partir dessas fotografias utilizando o programa
ImageJ 1.45s. Adicionalmente foi incluida a medida do comprimento do processus
pseudopterygoideus, definido como a distancia entre a base e a sua extremidade
longitudinal (Fig. 8). Terminologia dos caracteres condrocraniais seguiram Larson e
De Sa (1998) e Cannatella (1999). A descricdo apresentada é representativa para as
quatro espécies, eventuais variacdes inter ou intraespecificas e ontogenéticas sédo
citadas quando necessario. Espécimes de O. carvalhoi provenientes dos estados da
Bahia e Pernambuco (Brasil) mostraram algumas diferencas e, as vezes, serao
tratadas em separado como O. carvalhoi/BA (amostra da Bahia) e O. carvalhoi/PE
(amostra de Pernambuco). Para as ilustracBes, procurou-se, quando possivel,
utilizar individuos em estagios proximos de desenvolvimento, de acordo com a

disponibilidade do material.

2.2.2 Cavidade oral

Para o estudo da cavidade oral foram utilizados cinco girinos (um de O.
americanus, estagio 39; um de O. maisuma, estagio 38; um de O. carvalhoi, estagio
35 e dois de O. cultripes, estagios 31 e 37). Todos foram dissecados seguindo o
procedimento descrito por Wassersug (1976) visando expor o teto e o piso bucais.
Em seguida, as larvas foram processadas quimicamente segundo a metodologia de
De Sa e Langone (2002; anexo B) para analise no microscépio eletrénico de

varredura (MEV) Hitachi S-2300 (em 15 e 20kV). Terminologia dos caracteres bucais
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internos seguiram Wassersug (1976, 1980). A descricdo apresentada é
representativa para as quatro espécies e eventuais variagdes interespecificas séo
citadas quando necessario. Em virtude da larva de O. maisuma ter apresentado a
cavidade oral danificada, apenas as estruturas que puderam ser identificadas foram

descritas.

Figura 8 — Microfotografia do condrocranio de Odontophrynus carvalhoi/PE (estagio
34; MUFAL 10717) em vistas (A) dorsal e (B) lateral evidenciando, em amarelo, as
medidas morfoldgicas utilizadas. 1 = comprimento total, 2 = comprimento das cornua
trabeculae, 3 = comprimento da porcao livre das cornua trabeculae, 4 = largura da
porcdo livre das cornua trabeculae, 5 = comprimento da cdpsula 6tica, 6 = largura da
capsula otica, 7 = altura da capsula 6tica, 8 = comprimento do planum ethmoidale, 9
= largura do planum ethmoidale, 10 = largura maxima do condrocranio, 11 = altura
maxima do condrocranio, 12 = comprimento do processus articularis, 13 = largura do
processus articularis, 14 = comprimento do processus pseudopterygoideus.
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2.3 Resultados
2.3.1 Condrocranio

O condrocranio de Odontophrynus tem formato ovéide em vista dorsal,
possuindo o comprimento pouco maior que a largura (largura/comprimento = 0,87) e
aspecto comprimido em vista lateral (altura/largura = 0,23), apresentando maior
altura no nivel das cornua trabeculae e maior largura na regido do palatoquadrado
posterior ao processus muscularis quadrati (Figs. 8, 9 e 10). Medidas morfologicas
sao apresentadas na Tabela 1.

Neurocranio — O bico corneo superior é sustentado por uma cartilagem
suprarrostral formada por quatro elementos, dois corpos centrais e duas alas laterais
(Fig. 11). Os dois corpos sao fundidos ventromedialmente por um estreito segmento
de cartilagem, formando uma estrutura continua e levemente céncava em vista
dorsal. Em vista frontal, os dois segmentos do corpo tém um aspecto de um V
aberto, unidos dorsolateralmente com a ala por meio de um segmento de cartilagem
(relativamente mais largo que aquele que une os corpos) ventral ao ponto de
articulacdo com as cornua trabeculae. Cada ala tem formato plano, retangular, com
a margem ventral irregular, se curvando posteriormente a partir do ponto de juncéo
com o corpo. Um longo processus posterior dorsalis emerge em cada margem da ala
e se projeta dorsolateralmente. Adicionalmente um curto processus anterior dorsalis
se estende lateralmente logo apds a juncdo corpo-ala, provavelmente servindo de
ponto de articulagdo das cornua trabeculae com a suprarrostral.

Em um espécime de O. cultripes (MUFAL 10590; Fig. 11D), a unido
ventromedial dos corpos nao ocorre, resultando em duas pecas separadas. Em um
espécime de O. americanus (DZSJRP 1806-2, Fig. 11A), o corpo e a ala também
sao conectados ventralmente por uma ponte de cartilagem levemente condrificada,
formando uma peca retangular Gnica e de aspecto robusto com duas fenestras
anterolaterais. Essa unido também foi vista, porém na forma de um estreito feixe de
cartilagem, em um espécime de O. carvalhoi/PE. Uma pequena massa de tecido
adrostral pode ser encontrado em alguns individuos de O. carvalhoi/BA e O.

maisuma (Fig. 11B) na extremidade do processus posterior dorsalis.
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As cornua trabeculae sdo duas barras de cartilagem que se estende
anteriormente a partir do planum trabeculare anticum, divergindo distalmente em
forma de V em vista dorsal. Sua metade anterior se flexiona em direcao ventral para
se articular sindesmoticamente com a ala da suprarrostral. Em vista dorsal, a cornua
tem aproximadamente 25,8% do comprimento total do condrocranio, possuindo
largura praticamente uniforme em toda sua extensdo. Proximo a origem de cada
cornua, ventrolateralmente, um processus lateralis trabeculae emerge como um
abaulamento, servindo de ponto de fixacdo do ligamentum quadratoethmoidale.

Posteriormente, as cornua trabeculae se convergem medialmente no planun
trabeculare anticum, que por sua vez € continuo com o planum ethmoidale,
formando a parede anterior da caixa craniana (cavum crani). No estagio 35, a
excecao de O. carvalhoi, todas as espécies ja apresentam, dorsalmente ao planum
ethmoidale, uma lamina orbitonasalis e um septum nasi desenvolvido em forma
triangular que servira de diviséria entre as por¢cdes esquerda e direita do tectum nasi
(que formara o teto das capsulas nasais).

O piso craniano é formado pelo planum intertrabeculare, formado por
extensdes laterais da trabeculae crani e anteriormente pelo planum trabeculare
anticum, ocluindo completamente a fenestra basicranialis por volta dos estagios 33
ou 34. Dois pares de forames circulares ficam visiveis no piso craniano, um anterior,
geralmente menor, foramen craniopalatina e um posterior, foramen carotica primaria.
As vezes o foramen craniopalatina pode ser dificil de identificar devido a pouca
condrificacdo do planum intertrabeculare ou ao seu ndo completo fechamento em
espécimes mais jovens (Fig. 10C).

As paredes laterais da caixa craniana constituem as cartilagens orbitais, se
estendem da parte posterior das cartilagens trabeculares até a porcdo anterior do
planum basale (parte posterior do condrocranio penetrado pela notocorda). E
constituida por trés regides: a primeira, mais anterior, € a chamada raiz preoptica e
se estende de sua insercdo nas trabéculas até a margem anterior do forame o6tico; a
segunda, bem mais estreita, € a pila metotica, situa-se entre os forames 6tico e
oculomotor e a terceira, a pila antotica, separa o forame oculomotor do forame

prodtico. Em espécimes jovens as cartilagens orbitais podem ser mais baixas e
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pouco condrificada. Geralmente quatro forames séo visiveis: o forame 6tico, mais
anterior de todos; o forame oculomotor, localizado posteroventralmente ao anterior e
de tamanho pouco menor; ambos podem ter um formato que varia de circular a
ovoide; o forame proodtico, que separa a capsula otica da cartilagem orbital, € o
maior de todos e tem o formato de lua crescente, delimitado dorsalmente pela taenia
tecti marginalis (variavelmente visivel); adicionalmente, um minusculo forame
troclear, as vezes pode ser visto (dependendo do grau de condrificacdo da
cartilagem orbital), dorsalmente aos forames 6tico e oculomotor.

Uma fenestra frontopariental, em forma de sino, é vista dorsalmente. Ela é
delimitada anteriormente pela planum ethmoidale, lateralmente pela taenia tecti
marginalis e posteriormente pelo tectum synoticum. Em O. cultripes (estagio 28) e O.
americanus (estagio 35) consegue-se observar o inicio do surgimento da taenia tecti
medialis como uma pequena projecdo de cartilagem na porcdo média do tectum
synoticum. N&o foi observada a presenca da taenia tecti transversalis nos estagios
analisados. Em um espécime de O. maisuma em estagio 35 e O. cultripes em
estagio 38 a regido pariental apresenta-se coberta por uma placa de cartilagem
continua com o tectum synoticum, formando um tectum parientale (sensu Haas
2003).

As capsulas oticas sdo subquadrangulares (largura/comprimento = 0,93;
altura/largura = 1,04), correspondendo a cerca de 26% do comprimento total do
condrocranio. Sao confluentes ventromedialmente com o planum basale,
dorsomedialmente com o tectum synoticum e contactam anteriormente com a
terminacdo posterior da taenia tecti marginalis. Uma conspicua crista larval parética
se sobressai horizontalmente na parede lateral de cada cédpsula 6tica. Cada crista €
formada anteriormente por um processus anterolateralis e posteriormente por um
menor e variavelmente distinto processus posterolateralis. Em O. americanus, O.
maisuma, O. cultripes e O. carvalhoi/PE o0 processus anterolateralis € robusto e
triangular mas ndo chega a contactar o palatoquadado. Em O. carvalhoi/BA, porém,
a extremidade desse processo alcanca e chega a se fundir na regido posterolateral
do palatoquadrado, formando um processus opticus larval. Nos espécimes mais

jovens disponiveis (O. cultripes em estagio 28) a crista parotica ainda € pouco
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desenvolvida. Uma fenestra ovalis bem diferenciada e coberta por membrana
(equivalendo a 10% do comprimento total do condrocranio) pode ser vista

ventrolateralmente logo abaixo da crista parotica.
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5mm

Figura 9 — Condrocranio de Odontophrynus americanus (estagio 35; DZSJRP 1555-
3) em vistas (A) dorsal, (B) ventral e (C) lateral, (D) aparato hiobranquial e (E)
cartilagem suprarrostral. Cb I-IV = ceratobranquial | a IV, ch = ceratohial, co =
cartilagem orbital, coa = c6pula anterior, cop = cbpula posterior, cqa = comissura
guadratocranialis anterior, cqo = comissura quadratoorbitalis, ct = cornua trabeculae,
fah = facies articularis hyalis, fcp = foramen caroticum primarium, fcrp = foramen
craniumpalatinum, fj = foramen jugulare, fo = foramen opticum, foc = foramen
oculomotorium, fon = foramen orbitonasalis, fov = fenestra ovalis, fpi = foramen

perilymphaticum inferior, fpo =foramen prooticum (continua na préxima pagina).
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Um par de arcus occipitalis se estende posteromedialmente as capsulas
Oticas a partir do planum basali, dando origem aos céndilos occipitais e formando a
margem medial e ventral do foramen jugulare (visto dorsalmente somente em O.
cultripes). Um foramen perilymphaticum inferior (de tamanho pouco menor) pode ser
visualizado na regido ventromedial de cada capsula o6tica, ao lado do foramen
jugulare. Uma invaginacao por onde penetra a notocorda, equivalendo a 19% do
comprimento total do condrocranio, divide o planum basale ao longo de sua linha
média.

Componentes viscerais — Arco mandibular: o palatoquadrado é relativamente
largo, se expandindo levemente em direcdo posterior, sua margem posterolateral se
curva levemente para cima até o ponto de contato com a cartilagem orbital via
processus ascendens. Sua curvatura posterior forma um angulo levemente obtuso
(resultando em um aspecto concavo), ocluindo a margem anteroventral das capsulas
Oticas. Em estdgios mais jovens, esse angulo é aproximadamente reto e ndo chega
a ocluir tal margem. O arcus subocularis possui o contorno posterolateral e

anterolateral circulares.

Figura 9 (continuacdo) — ft = foramen trochleare, hp = placas hipobranquiais, ic =
cartilage infrarrostral Icp = crista paroética larval, nc = canal da notocorda, oc =
capsula otica, pa = par alaris, pab = processus anterior branchialis, pad = processus
anterior dorsalis, pah = processus anterior hyalis, palh = processus anterolateralis
hyalis, paq = pars articularid quadrati, pas = processus ascendens , pc = par
corporis, ph = processus hyalis, plh = processus lateralis hyalis, plt = processus
lateralis trabeculae, pm = processus muscularis, ppd = processus posterior dorsalis,
pph = processus posterior hyalis, ppp = processus pseudopyterigoideus, pq =
palatoquadrado, pge = processus quadratoethmoidale, pr = pars reuniens, pu =
processus urobranchialis, s I-1l = espiculas | a lll, sc = cartilagem suprarrostral, s IV =
espicula IV, sn = septum nasi, ttm = taenia tecti marginalis.
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Em Odontophrynus, o palatoquadrado esta ligado ao neurocranio por trés
estruturas: a comissura quadradocranialis anterior, o processus ascendens e 0
processus opticus larval. Anteriormente, a comissura quadradocranialis anterior
conecta o palatoquadrado ao neurocranio. Ela constitui uma barra plana de
cartilagem que se inicia na regido do palatoquadrado imediatamente posterior ao
pars articularis quadrati e se estende dorsalmente até o neurocranio proximo ao
planum trabeculare anticum. Um processus quadratoethmoidalis de formato
triangular se estende dorsomedialmente na margem anterior da comissura e serve
como ponto de insercdo do ligamentum quadratoethmoidale (fig. 4 B). Além disso,
um processus pseudopterygoideus bem distinto e em formato de faca emerge da
porgdo posterior da comissura quadradocranialis anterior para dentro da fenestra
subocularis. Em O. carvalhoi (BA e PE) e O. cultripes esse processo parece ser
ligeiramente maior (11% do comprimento total) que em O. americanus e O. maisuma
(9% do comprimento total). Na parte posterior, 0o palatoquadrado se conecta com o
neurocranio pelo processus ascendens, uma haste cilindrica de cartilagem que se
curva dorsomedialmente para se conectar na regido da pila antotica da cartilagem
orbital. Essa conexao ocorre ventral ao foramen oculomotor (condi¢ao tipo “baixa”,
sensu Sokol 1981). Adicionalmente, e somente nos espécimes de O. carvalhoi/BA,
observa-se ainda a formacgao de um processus opticus larval entre o palatoquadrado

e a capsula 6tica (como jaA mencionado).
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Figura 10 — Vista dorsal, ventral e lateral do condrocranio e aparato hiobranquial de
(A) Odontophrynus maisuma (estagio 35; MNHN 7429); (B) O. carvalhoi/BA (estagio
35; MUFAL 9821) e (C) O. cultripes (estagio 28; MUFAL 10593).



65

Tabela 1 — Medidas morfolégicas (em mm) dos condrocranios de Odontophrynus americanus, O. maisuma, O. carvalhoi/PE, O.
carvalhoi/BA e O. cultripes. Abreviacdes: CT = comprimento total; CCT = comprimento das cornua trabeculae; CLCT =
comprimento da porgéo livre das cornua trabeculae; LLCT = largura da porcéo livre das cornua trabeculae; CCO = comprimento da
capsula dtica; LCO = largura da capsula otica; ACO = altura da capsula o6tica; CPE = comprimento do planum ethmoidale; LPE =
largura do planum ethmoidale; LC = largura maxima do condrocranio; AC = altura maxima do condrocranio; CPA = comprimento do
processus articularis; LPA = largura do processus articularis; CPP = comprimento do processus pseudopterygoideus (média *
desvio padrédo).

Medidas O. americanus O. maisuma O. carvalhoi/PE
Estagio 31  Estagio 35 Estagio 35 Estagio 38 Estagio 29 Estagio 31 Estagio 33-34
(N=1) (N=3) (N=1) (N=2) (N=1) (N=1) (N=3)
CT 7,4 10,4+0,4 10,2 11,240,2 7,2 11,4 11,1+1,3
CCT 2,3 3,4%0,2 3,2 3,840,0 2,2 3,7 3,0+0,2
CLCT 1,8 2,7+0,0 2,5 3,1+0,2 1,9 3,4 2,610,3
LLCT 0,5 0,7+0,2 0,7 0,8+0,1 0,6 0,6 0,940,1
CCoO 2,2 2,7+0,0 2,8 2,9+0,1 1,9 2,7 2,8+0,3
LCO 2,1 2,5+0,0 2,5 2,8+0,2 1,7 2,6 2,5+0,4
ACO 2,0 2,6+0,2 2,4 2,7+0,0 1,8 2,4 2,310,3
CPE 0,8 1,4+0,2 1,6 1,9+0,1 0,6 1,5 1,6%0,2
LPE 1,2 1,6+0,1 2,0 2,310,2 1,6 2,1 2,310,3
LC 6,3 8,8+0,6 9,3 10,1+0,1 6,2 9,5 9,4+1,1
AC 1,3 2,2+0,3 1,7 1,9+0,1 1,3 2,0 2,0+0,1
CPA 0,9 1,5+0,1 1,2 1,6+0,1 1,7 2,0 1,8+0,4
LPA 1,3 1,8+0,1 1,7 2,240,1 2,0 2,2 2,1+0,5

CPP 0,7 0,9+0,1 1,0 1,1+0,1 0,6 1,5 1,0+0,0
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Tabela 1 (continuacéo).

Medidas O. carvalhoi/BA O. cultripes
Estagio 34-35  Estagio 38 Estagio 28 Estagio 38

(N=3) (N=1) (N=3) (N=1)

CT 10,440,2 13,7 8,9+0,6 14,6
CCT 3,2+0,1 4,6 2,7+0,0 51
CLCT 2,940,1 4,0 2,1+0,1 3,7
LLCT 0,8+0,0 1,3 0,6+0,0 0,8
CCO 2,7+0,0 3,2 2,4+0,1 3,4
LCO 2,4+0,1 2,9 2,2+0,1 3,5
ACO 2,4+0,0 3,0 2,7+0,5 3,8
CPE 0,9+0,1 1,8 1,2+0,1 2,7
LPE 2,3+0,5 2,4 1,840,1 3,0
LC 8,9+0,3 12,6 7,6+0,4 12,8
AC 1,940,1 1,9 2,1+0,3 3,1
CPA 1,8+0,5 2,3 1,1+0,0 2,3
LPA 2,4+0,6 2,9 1,4+0,1 3,0
CPP 1,1+0,1 1,2 1,0£0,1 2,1

1 mm 1 mm

1 mm 1 mm
Figura 11 — Cartilagens suprarrostral de (A) Odontophrynus americanus (estagio 35;
DZSJRP 1806-2); (B) O. maisuma (estagio 38; MNHN7429); (C) O. carvalhoi/PE
(estagio 31; MUFAL 10717) e (D) O. cultripes (estagio 28; MUFAL 10590).
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Anteriormente o palatoquadrado ainda possui dois processos: a pars
articularis quadrati e o processus muscularis quadrati. A pars articularis quadrati
corresponde a extremidade anterior do palatoquadrado, é formado por uma larga
barra de cartilagem equivalendo aproximadamente 14,5% do comprimento total do
condrocranio, cuja margem serve como superficie de articulagdo com a cartilagem
de Meckel. O processus muscularis quadrati, localizado posterior a par articularis, é
um processo largo, subtriangular, que se estende dorsalmente, a partir da margem
lateral do palatoquadrado e entdo se curva medialmente para se unir ao processus
antorbitalis do planum ethmoidale via comissura quadratoorbitalis (curto feixe de
cartilagem). Imediatamente abaixo do processus muscularis se visualiza uma regiao
articular, a facies articularis hyalis, que se une sindesmoticamente ao ceratohyal e
cuja parte anterior apresenta uma dilatacao triangular e bem distinta, 0 processus
hyoquadrati. Em O. maisuma esse processo parece ser menor que nas demais
espécies.

A maxila inferior é formada pelas cartilagens de Meckel juntamente com as
cartilagens infrarrostrais. A cartilagem de Meckel tem formato de V em vista dorsal.
Sua regido posterolateral se articula com a pars articularis quadrati através de um
conspicuo processus retroarticularis. Em vista lateral, a cartilagem de Meckel se
expande verticalmente para se articular com as cartilagens infrarrostrais através de
dois processos: dorsomedialis e ventromedialis. Em O. carvalhoi/BA essa cartilagem
tem aspecto menor e mais robusta. As cartilagens infrarrostrais sustentam o bico
corneo inferior. Sdo duas barras retangulares de cartilagem que se articulam
medialmente por uma sinfise, formando um V em vista anterior. Estdo situadas
medial e ventralmente as cartilagens de Meckel e ventral as cornua trabeculae. Sua
margem posterolateral se articula entre os processus dorsomedialis e ventromedialis
da cartilagem de Meckel.

Aparato hiobranquial: os ceratohiais formam a base do piso da cavidade
oral, sdo planos medialmente, grandes e orientados perpendicularmente ao eixo
principal do condrocranio. Lateral e dorsalmente ha uma expansao condilar vertical,
0 processus articularis, que se articula com a facies articularis hyalis do

palatoquadrado. Anteriormente, cada margem do ceratohial possui dois processos:
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processus anterior hyalis e processus anterolateralis hyalis, ambos tém o formato
triangular, sendo o primeiro maior e o segundo se inclinando levemente em diregéao
medial. Além desses, um terceiro processo, processus lateralis hyalis (sensu Alcalde
& Barg 2006) € menor que os demais e pode ser visualizado lateralmente ao
processus articularis. Posteriormente, o ceratohial também possui um bem
desenvolvido processus posterior hyalis. Cada ceratohial é ligada medialmente a
uma pars reuniens retangular e pouco condrificada. Anteriormente a pars reuniens,
uma copula anterior pode ser vista como um discreto filete de condrificacdo débil e
de dificil visualizacdo (em O. cultripes nédo foi observado). Posteriormente, a pars
reuniens é conectada a uma copula posterior em forma de sino e de onde emerge
um curto mas distinto processus urobranchialis. A coOpula posterior se conecta
posteriormente as placas hipobranquiais, que sdo laminas de cartilagem de forma
triangular que atua como suporte para as cestas branquiais. S&o articuladas entre si
medialmente e suas bordas posteriores divergem formando um U (O. carvalhoi (BA e
PE) e O. cultripes) ou um V (O. americanus e O. maisuma) invertidos.
Odontophrynus cultripes é a Unica espécie em que as bordas anteriores das placas
apresentam uma unido sincondrética com o processus posterior hyalis.

As cestas branquiais sdo formadas por quatro ceratobranquiais unidos
distalmente por uma comissura terminalis. O ceratobranquial | é continuo
proximalmente com as placas hipobranquiais e comporta anteriormente um
processus anterior branchialis triangular e medialmente inclinado (maior e mais
distinto em O. carvalhoi (BA e PE) e O. cultripes). Os ceratobraquiais Il, 1ll e IV sdo
unidos as placas hipobranquiais por sicondrose. Algumas pequenas fenestracoes,
variaveis de espécime a espécime, sdo vistas ao longo do ceratobranquial | e da
comissura terminalis. Os ceratobranquiais Il e 11l ainda apresentam, em sua margem
proximal, pequenos processos, maior no ceratobranquial Il, que se opdem, mas nao
chegam a se fundir, resultando em um processus branquialis “aberto”. Pequenas
espiculas se projetam dorsalmente dos ceratobranquiais I, Il e lll a partir de seu
ponto de ligacdo com as placas hipobranquiais. Além disso, uma pequena placa de
cartilagem pode ser vista na margem proximal do ceratobranquial IV, fundida aos

hipobranquiais, sendo uma quarta espicula modificada.
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Ossificacbes — Em O. carvalhoi se observa a formacao do frontopariental e
parasfendide no estagio 34, enquanto que em O. cultripes, no estagio 28, ja se
visualiza inicio da formacdo desses dois 0ssos. Em O. americanus no estagio 31
ainda ndo se observa nenhuma ossificacdo. Nos estagios 35, ja existem o
frontopariental, parasfenodide e exoccipital tanto em O. americanus quanto em O.
maisuma. O inicio do prodtico ja aparece nos estagios 38 e 39 em O. cultripes e O.

americanus, respectivamente.

2.3.2 Cavidade oral

Teto bucal — O teto bucal (Figs. 12A e B; 13A e B; 14A e 15A) tem formato
ovéide, sendo mais comprido que largo. A arena pré-nasal é alongada. Duas
discretas cristas de formato curvo aparecem transversalmente, a meio caminho entre
0 bico cérneo e as narinas, e duas a trés pustulacdes aparecem localizadas
posterolateralmente a essas cristas, delimitando uma pequena area circular em
Odontophrynus carvalhoi e retangular em O. cultripes e O. americanus. Dois pares
de papilas pré-nasais podem ser vistos em O. carvalhoi e O. cultripes, o primeiro
surgindo na parede lateral na altura das cristas, se estendendo em direcéo a linha
mediana e com duas a quatro pequenas proje¢des secundarias (s6 visualizado um
membro do par devido a falha na dissecacédo); o segundo par aparece localizado
posteriormente ao primeiro, muito préximo e anterolateralmente as narinas e com
cerca da metade do comprimento desta, formada por cinco a seis projecdes
secundarias (mais compiscuas em O. carvalhoi) e também se estende em direcédo a
linha mediana. Em O. americanus s6 se consegue visualizar o segundo par de
papilas, provavelmente devido a altura corte de dissecacdo. As narinas internas
podem ser vistas como uma fenda, em formato de meia lua, dispostas em paralelo
ao plano transversal em O. carvalhoi e formando um angulo de 45° em O. cultripes,
O. maisuma e O. americanus. A parede anterior da narina € curta, pouco espessa e
com a margem serrilhada em O. carvalhoi e O. americanus. A parede posterior €
alongada, formando uma pequena valva nasal com uma discreta projecao (projecéo
da valva nasal, Wassersug 1976). A arena pés-nasal é curta, equivalendo a metade

do comprimento da arena pré-nasal. Trés pustulacdes sdo vistas no centro da arena
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em O. cultripes. Trés pares de papilas pds-nasais sao vistas em O. americanus e
quatro pares em O. carvalhoi e O cultripes, a meio caminho entre as narinas internas
e a crista mediana, essas séo alinhadas transversalmente, se projetam medialmente
e possui suas bordas anteriores serrilhadas, sendo o par central maior em O.
carvalhoi e O. americanus; tais papilas sdo bem menores em O. cultripes e suas
bordas séao lisas. Um par de papilas alinhadas transversalmente surge
medianamente na arena pds-nasal, imediatamente anterior & crista mediana em O.
americanus e O. cultripes. Uma crista mediana larga e em forma de aba semicircular
se projeta sobre a arena pés-nasal, possuindo sua margem anterior irregular e com
algumas pustulacdes se projetando em sua face ventral em O. americanus e O.
carvalhoi. As papilas laterais a crista mediana sdo elaboradas, localizadas
anterolateralmente a crista e sobre as papilas pés-nasais, sua base é larga e contém
trés a quatro projecbes secundarias digitiformes que se estendem medialmente a
partir das paredes laterais do teto. A arena do teto bucal (BRA) tem formato circular,
delimitada anteriormente pela crista mediana e lateral e posteriormente por 24-34
papilas geralmente inclinadas em direcdo ao centro da BRA. Uma dessas papilas
apresenta a terminacdo bifurcada em O. carvalhoi. Inidmeras pustulacdes
espalhadas uniformemente estdo presentes na BRA, algumas alcangando
posteriormente a arena do velum dorsal em O. carvalhoi. Um conjunto de quatro ou
cinco papilas pequenas pode ser visualizado geralmente em um dos lados da
parede do teto bucal, lateralmente e fora da BRA. O velum dorsal é curto e
interrompido na linha mediana, com algumas papilas presentes em sua margem
posteromedial. A zona glandular € bem evidente, cobrindo a metade posterior do
velum dorsal em O. carvalhoi e mais da metade em O. cultripes e O. americanus. As
fossetas secretoras sdo densamente distribuidas.

Piso bucal - O piso bucal (Figs. 12C e D; 13C, D e E; 14B e C; 15B, C e D)
tem formato triangular, com comprimento ligeiramente maior que a largura. Dois
pares de papilas infralabiais de tamanhos similares estdo presentes, sendo o
primeiro par anteromedial, paralelo ao plano mediano e com algumas discretas
pustulacdes em sua superficie em Odontophrynus carvalhoi; e o segundo par, (s6 é

possivel visualizar um membro do par devido a danificacdo da amostra), localizado
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posterolateralmente e perpendicular ao primeiro e formado por trés a quatro
projecbes secundarias digitiformes em O. carvalhoi e O. cultripes. Quatro papilas
linguais, alinhadas de modo a formar um semicirculo em O. cultripes e
transversalmente nas demais espécies, podem ser visualizadas sobre o primordio
lingual na regido anteromedial do piso bucal. Essas papilas possuem as terminagdes
bifurcadas em O. carvalhoi e O. americanus. A arena do piso bucal (BFA) tem forma
de U, é rodeada lateralmente por 25-30 papilas grandes. Na BFA encontra-se 20-23
papilas maiores rodeados por 13-14 papilas de menor tamanho. Algumas
pustulacbes estdo espalhadas uniformemente na BFA entre essas papilas, sendo
gue em O. americanus e O. maisuma elas estdo em menor nimero e mais
espacadas entre si. As bolsas bucais possuem formato de fenda, séo
transversalmente orientadas e possuem cerca 10-13 discretas pustulacbes pre-
bolsais. A superficie velar equivale a 1/5 do piso bucal com sua margem posterior
medial apresentando cinco a nove projecoes digitiformes; um entalhe medial pode
ser visto em O. carvalhoi e O. cultripes; fossetas secretoras séo vistas apenas na

borda do velum e nas projecoées.
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Figura 12 — Microfotografia eletronica de varredura do teto (A, B) e piso bucal (C, D)
de Odontophrynus carvalhoi (estagio 35; MUFAL 9821). Bfa = arena do piso bucal,
bfp = papilas do piso bucal, bp = fenda bucal, bra = area do teto bucal, brp = papilas
do teto bucal, dv = velum dorsal, g = glote, gz = zona glandular, ip = papilas
infralabiais, Ip = papilas linguais, mr = crista mediana, mrp = papilas da crista
mediana, na = narinas, pg = abertura posteromedial, poa = arena pds-nasal, pop =
papilas pOs-nasais, pra = arena pré-nasal, prp = papilas pré-nasais, vv = velum
ventral.
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Figura 13 — Microfotografia eletronica de varredura do teto bucal (A), narina direita
(B), piso bucal (C,D) e detalhe das projecbes digitiformes do velum ventral (E) de
Odontophrynus cultripes (estagio 37; MUFAL 10593).
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Figura 14 — Microfotografia eletronica de varredura do teto (A), piso bucal (B) e
detalhe da projecéo digitiforme do velum ventral (C) de Odontophrynus americanus
(estagio 39; MNHN 7395).
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Figura 15 — Microfotografia eletronica de varredura do teto (A), piso bucal (B, C, D)
de Odontophrynus maisuma (estagio 39; MNHN 7395).

2.4 Discussao
2.4.1 Condrocranio

Os condrocranios das espécies de Odontophrynus parecem ter um padrao
geral muito semelhante. Fabrezi e Vera (1997) apresentaram descricbes dos
condrocranios de O. americanus e O. lavillai a partir de espécimes de Salta
(Argentina). Apesar desse trabalho ndo apresentar detalhes de muitas estruturas
(por exemplo, regido etmodide, cartilagens infrarrostrais e de Meckel, tectum
synoticum e forames) a estrutura geral do condrocrénio dessas duas espécies
similar ao descrito aqui. Haas (2003) figurou o condrocranio de O. achalensis (grupo
de O. occidentalis, ndo tratado aqui) e, apesar de ndo ter feito uma descri¢cdo formal,
consegue-se inferir pela ilustracdo (figura 15, p. 65) que os cornos trabeculares e as
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capsulas dticas parecem ser pouco menores (19% e 23% do comprimento do
condrocranio, respectivamente, contra 26%, tanto para cornos como para as
capsulas, para as quatro espécies descritas aqui), ficando a confirmacdo e o
significado dessas diferencas pendente de uma amostra maior e descricdo mais
detalhada do condrocranio da espécie. Por enquanto, os condrocranios de
Odontophrynus podem ser feneticamente agrupados pela seguinte combinacdo de
caracteres: (1) cartilagem suprarrostral tetrapartida, com dois corpos unidos
ventralmente e cada corpo ligados dorsolateralmente a uma ala; (2) presenca do
processus lateralis trabeculae; (3) presenca de uma crista parotica evidente; (4)
presenca de processus pseudopyterigoideus; (5) unido “tipo baixa” do processus
ascendens a cartilagem orbital; (6) presenca de uma comissura quadratoorbitalis; (7)
presenca de processus lateralis hialis; (8) presenca de um tectum parientale; (9)
processus branquialis “aberto”; e (10) quarta espicula modificada na forma de uma
pequena placa de cartilagem.

Odontophrynus apresentou a cartilagem suprarrostral formada por quatro
partes, dois corpos ligados ventralmente entre si e duas alas ligadas
dorsolateralmente a cada um dos corpos. Além desse padrdo geral, duas variacdes
individuais foram encontradas. Um espécime de O. cultripes (estagio 28) apresentou
os dois corpos separados, sendo ligados apenas por tecido conectivo (sindesmose).
Fabrezi e Vera (1997) encontraram padrdao semelhante no suprarrostral de O.
americanus (estagio ndo determinado, entre 31 e 37), argumentando que iSSO
poderia ser devido a uma alteracdo ontogenética na sequéncia de fusao das partes
do suprarrostral ou a uma retencdo da condicdo bipartida, que, nesse caso,
representaria uma plesiomorfia da espécie. De Beer (1937), ao estudar o
desenvolvimento do esqueleto de Rana temporaria (= R. fusca), verificou que no
inicio, a suprarrostral aparece como elementos separados e que a fusdo entre os
corpos se da no decorrer da ontogenia. Levando em consideragdo o fato de que
apenas um individuo de O. cultripes apresentou essa condi¢cdo e de que a mesma
nao foi encontrada nos individuos de O. americanus analisados aqui, a hipétese de
falha na sequencia de fusédo proposta por Fabrezi e Vera (1997) parece ser a mais

provavel. Outra variagdo individual encontrada foi a unido ventral entre corpo e ala
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(além da unido dorsal padrdo) por uma ponte de cartilagem levemente condrificada,
formando uma estrutura Unica com duas fenestracfes anterolaterais (O. americanus)
ou por um discreto filete de cartilagem, permanecendo ainda um pequeno espaco
ventral entre corpo e ala (O. carvalhoi/BA). Essa ultima forma também pbde ser vista
na ilustracdo de O. achalensis em Haas (2003). Variacbes interespecificas da
cartilagem suprarrostral parecem ser mais comuns sendo conhecidas para taxons
diversos como Leptodactylus (Larson & De Sa 1998) e Scinax (Alcalde et al. 2011),
porém, variacdes intraespecificas sdo pouco relatadas (veja Alcalde & Barg 2006) e
pouco se sabe sobre suas causas.

Os espécimes de O. carvalhoi provenientes da Bahia se diferenciaram dos
de Pernambuco e de todas as demais espécies por possuir 0 processus
anterolateralis da crista parética longo, que parece se fundir (e ndo s6 encostar) com
a regido posterolateral do palatoquadrado, formando um processus opticus larval.
Sokol (1981) fez uma revisdo das variagdes encontradas dessa estrutura e
hipotetizou que, apesar de sua destruicdo durante a metamorfose, 0 processus
opticus larval poderia ser homdlogo ao processus opticus do adulto e sua presenca
poderia representar uma aceleracdo ontogenética. Informacdes sobre padrbes de
variacdes geograficas em condrocranios sao escassas, Larson e De Sa (1998)
encontraram diferencas condrocraniais em Leptodactylus coespecificos provindos de
duas de localidades diferentes. Devido a amostra reduzida, no momento ndo se
pode afirmar se a presenca dessa estrutura em O. carvalhoi represente somente
uma variacao intraespecifica ou um tdxon ndo descrito.

Odontophrynus americanus é a Unica espécie do género que possui uma
constituicdo cromossbmica tetrapldide (Becak et al. 1966) podendo ocorrer em
simpatria com O. maisuma (Rosset 2008). Apesar de essas duas espécies serem
diferenciadas, além do numero de cromossomos, por detalhes da morfologia externa
e tamanho dos adultos, ha grande similaridade entre elas, tanto nos adultos como
nas larvas (Borteiro et al. 2010). Os condrocranios de O. americanus e O. maisuma
compartilham um processus pseudopyterigoideus pouco maior que O. carvalhoi e O.
cultripes (11% contra 9% do comprimento total do condrocranio), além disso, as

bordas posteriores das placas hipobranquiais divergem em forma de V nas duas
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primeiras espécies, enquanto que nas demais essa divergéncia se da na forma de
U. Odontophrynus carvalhoi e O. cultripes, por outro lado, apresentaram o processus
anterior branquialis maior e mais distinto que nas outras duas espécies. Tais
diferencas, apesar de ainda preliminares, corroboram a separacdo dessas espécies
nos atuais morfogrupos de O. americanus (O. americanus, O. maisuma, O. lavillai e
O. cordobae) e O. cultripes (O. cultripes, O. carvalhoi, O. monachus).
Odontophrynus cultripes no estagio 38 e O. maisuma no estagio 35
apresentam um tectum parientale cobrindo toda a fenestra parientalis. O inicio de
sua formacao também foi observado em O. carvalhoi/BA. Essa parece ser a variacao
ontogenética mais evidente e comum no género, uma vez que também foi
encontrada em O. achalensis (estagio 40; Haas 2003). A sua auséncia em O.
americanus e O. carvalhoi/PE pode ser o resultado das limitagbes da amostragem,
ja que seu surgimento se da ao longo da ontogenia e nem sempre € encontrado em
estagios mais jovens. Como nao foi possivel analisar os espécimes de O.
americanus e O. carvalhoi (PE) em estagios mais adiantados quando comparados
as outras espécies, este artefato de amostragem néo pode ser desconsiderado. A
abrangéncia de distribuicdo desse carater, no caso, se é restrito a Odontophrynus ou
a um clado mais amplo, fica pendente do conhecimento dos condrocrénios dos
demais membros da familia Odontophrynidae (Proceratophrys e Macrogenioglottus).
Todavia, como evidenciado na filogenia de Haas (2003), o tectum parientale parece

ter surgido mais de uma vez na evolucao dos anuros.

2.4.2 Cavidade oral

A anatomia oral interna das espécies de Odontophrynus também mostrou
um aspecto geral muito similar. Wassersug e Heyer (1988) apresentaram a
descricdo da cavidade oral de Odontophrynus americanus (a partir de espécimes de
Itapud, Paraguai) e O. occidentalis. As informacdes desse trabalho, juntamente com
os dados apresentados, aqui permitem distinguir feneticamente a cavidade oral
larval do género pelo seguinte conjunto de caracteres: (1) arena pré-nasal com duas
discretas cristas a meio caminho entre o bico corneo e as narinas internas; (2) trés

ou gquatro pares de papilas pés-nasais; (3) um par de papilas transversalmente
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orientadas, imediatamente a frente da crista mediana; (4) papilas laterais a crista
mediana grandes, formadas por duas a quatro projecdes secundarias digitiformes;
(5) conjunto de quatro a cinco pequenas papilas localizadas lateralmente e fora da
BRA,; (6) dois pares de papilas infralabiais, com o par posterolateral apresentando
pustulacbes ou curtas projecdes digitiformes; (7) quatro papilas linguais, podendo
ser bifurcadas ou néo; e (8) margem posterior medial do velum ventral com
projecdes digitiformes.

Odontophrynus carvalhoi e O. cultripes compartilharam alguns caracteres
ndo encontrados nas demais espécies, como a presenca de quatro pares de papilas
pos-nasais (trés pares em O. americanus, O. americanus do Paraguai e O.
occidentalis) e as papilas laterais a crista possuindo quatro projecdes secundarias
(duas projecbes em O. americanus do Paraguai, O. occidentalis e O. maisuma, trés
projecBes em O. americanus) corroborando a inclusdo dessas duas espécies em um
mesmo grupo (grupo de O. cultripes). Odontophrynus occidentalis foi a Unica
espécie que apresentou a crista mediana de formato triangular (formato semicircular
nas demais espécies; em O. maisuma ndo se conseguiu determinar esse estado).
Além disso, O. americanus apresentou menor numero de pustulacbées na BRA e
BFA que nas demais espécies.

Dentre os demais membros da familia Odontophrynidae, existem
informacOes sobre a cavidade oral de Macrogenioglottus alipioi, Proceratophrys
boiei, P. appendiculata (Wassersug & Heyer 1988), P. renalis (Nascimento et al.
2010), P. cristiceps (Vieira et al. 2007) e P. avelinoi (De Sa & Langone 2002). O
género Odontophrynus pode ser diferenciado de M. alipioi (em parénteses) pela
presenca de quatro papilas linguais de tamanho similares (tamanhos diferentes, com
as duas laterais maiores que as duas mediais), trés ou quatro pares de papilas pos-
nasais (seis pares) e 24-34 papilas na BRA (cerca de 20 papilas). Quando
comparada a Proceratophrys, a cavidade oral de Odontophrynus néo apresentou
divergéncias relevantes. Wassersug e Heyer (1988) postularam alguns possiveis
caracteres diferenciais da cavidade oral de Proceratophrys, como a presenca de
ramificacbes nas papilas linguais e nas papilas laterais a crista (essa Ultima como

sendo “a huge hand-like structures with many elongate fingers”), essas diferencas,



80

entretanto, ndo foram corroboradas no presente estudo, uma vez que ambos 0s
caracteres também foram encontrados em Odontophrynus. Ainda assim, dois
caracteres aqui encontrados podem ser de alguma utilidade na separagéo
morfologica desses dois géneros: a crista na arena pré-nasal mais discreta em
Odontophrynus que em Proceratophrys e a BRA e BFA de Odontophrynus
relativamente menores e com menos pustulagdes que em Proceratophrys.

A similaridade morfolégica do condrocranio e cavidade oral das espécies de
Odontophrynus dificulta o levantamento de caracteres variados que possam ser
Uteis para reconstrucdes filogenéticas interespecificas do género. Limitacdes
semelhantes também ja foram relatadas por Savage e Cei (1965) quando estudaram
a morfologia externa do adulto e girinos, esqueleto e proteinas do plasma de quatro
espécies de Odontophrynus (O. americanus, O. cultripes, O. carvalhoi e O.
occidentalis). Por outro lado, alguns caracteres aqui encontrados corroboraram, em
parte, a existéncia de dois dos trés atuais morfogrupos de espécies (em contraste
com trabalhos moleculares recentes, em que esses dois grupos nao seriam naturais;
Amaro et al. 2009; Pyron & Wiens 2011; Teixeira Junior et al. 2012) enquanto outros
variaram em niveis populacionais e até individuais. Faz-se necessario a descrigdo
dos condrocranios e cavidades orais das demais espécies de Odontophrynus para
gue se possa alcancar um melhor entendimento do grau de informacdo que 0s
caracteres larvais internos desses taxons podem fornecer sobre suas relacbes

interespecificas e evolutivas.
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3 ANATOMIA COMPARADA DO CONDROCRANIO E CAVIDADE ORAL DE
GIRINOS DE Proceratophrys (ANURA, ODONTOPHRYNIDAE)?

Resumo

O género neotropical Proceratophrys é formado por anuros que vivem em ambientes
florestados e areas abertas no Brasil, Argentina e Paraguai. A maioria dessas
espécies é acomodada em trés grupos morfolégicos com base em caracteres
externos dos adultos. Os anfibios sdo conhecidos por apresentar um ciclo de vida
complexo, caracterizado pela presenca de uma forma larval em seu
desenvolvimento. Caracteres provenientes dessas larvas vém sendo utilizados como
uma ferramenta alternativa e/ou complementar no entendimento das relacdes
evolutivas dos anuros. O presente estudo teve como objetivos descrever 0s
condrocranios de Proceratoprys cristiceps, P. cururu, P. moratoi, P. schirchi, P. boiei
e P. renalis e descrever a cavidade oral das quatro primeiras espécies. Trinta e
quatro girinos foram diafanizados e analisados no microscépio de luz para a
descricdo dos condrocranios. Para o estudo da cavidade oral, seis girinos foram
dissecados e caracterizados utilizando microscopio eletrénico de varredura. Tanto a
estrutura do condrocranio quanto da cavidade oral apresentaram variabilidade
informativa sistematicamente, sendo que alguns dos agrupamentos fenéticos do
género ndo foram sustentados (ex., grupo de P. cristiceps) com estes dados. Alguns
caracteres mostraram-se Uteis na diagnose de algumas espécies e outros, como a
interrupcdo medial da zona glandular dorsal, podem ser provaveis sinapomorfias do
género. A inclusdo das outras espécies de Proceratophrys em um enfoque
filogenético torna-se mandatério para verificar a validade dos grupos morfolégicos ja
propostos.

Palavras-chave: forma larval, anatomia cranial, anatomia oral, Proceratoprys
cristiceps, P. cururu, P. moratoi, P. schirchi, P. boiei e P. renalis.

? Manuscrito a ser submetido ao periédico Journal of Morphology
(instrucdes aos autores em http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/%28ISSN%291097-
4687/homepage/ForAuthors.html)
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Abstract

Comparative anatomy of the chondrocranium and oral cavity of Proceratophrys
tadpoles (Anura, Odontophrynidae)

The Neotropical genus Proceratophrys is composed of frogs living in forested and
open areas in Brazil, Argentina e Paraguay. Most of them are accomodated into
three morphological groups based on external characters of the adults. Amphibians
are known to have a complex life cycle, characterized by the presence of a larval
form in its development. Characters from these larvae have been used as an
alternative or complementary tool in understanding the evolutionary relationships of
anurans. This study aimed to describe and compare the chondracrania of
Proceratoprys cristiceps, P. cururu, P. moratoi, P. schirchi, P. boiei and P. renalis and
describe the oral cavities of the first four species. Thirty-four tadpoles were cleared
and double-stained for chondrocranium description and six tadpoles were dissected
in order to expose the buccal roof and floor to study the oral cavity. Some of the
phenetic groups were not recognized (e. g., P. cristiceps species group) using these
data. Some characters have proved useful in the diagnosis of some species and
others such as the interruption of the medial dorsal glandular zone, may be probable
synapomorphies of the genus. The inclusion of other species and a phylogenetic
framework become mandatory to verify the validity of morphological groups already
proposed.

Key words: larval forms, cranial anatomy, oral anatomy, Proceratoprys cristiceps, P.
cururu, P. moratoi, P. schirchi, P. boiei e P. renalis.
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3.1 Introducéao

O género neotropical Proceratophrys é formado atualmente por 29 espécies
de anuros que vivem no chao de ambientes florestados e areas abertas, habitando o
Brasil, nordeste da Argentina e Paraguai (Avila et al., 2011; Martins e Giaretta, 2011;
Napoli et al., 2011, Avila et al., 2012; Cruz et al., 2012; Teixeira Junior et al., 2012;
Frost, 2013). A maioria dessas espécies é tradicionalmente acomodada em trés
grupos propostos com base nos caracteres externos dos adultos como a
presenca/auséncia de apéndices cutaneos palpebrais e de intumescéncias cutaneas
pos-oculares: grupos de P. boiei (Isecksohn et al., 1995; Prado e Pombal, 2008), P.
bigibbosa (Kwet e Faivovich, 2001) e P. cristiceps (Giaretta et al., 2000). Além disso,
trés espécies, P. schirchi, P. minuta e P. redacta, ndo estdo alocados a nenhum
grupo (Prado e Pombal, 2008; Napoli et al.,, 2011; Teixeira Junior et al., 2012).
Apesar da inexisténcia de um estudo filogenético incluindo mais que 50% das
espécies do género, trabalhos moleculares preliminares tém apontado que tais
grupos morfolégicos ndo seriam naturais (Amaro et al., 2009, Pyron e Wiens, 2011,
Teixeira Junior et al., 2012).

Os anfibios sdo conhecidos por apresentarem um ciclo de vida complexo,
caracterizado pela presenca de uma forma larval em seu desenvolvimento. No caso
dos anuros, essas larvas (girinos), sdo as que possuem as formas mais desviantes
de sua contraparte adulta, possuindo morfologia e fisiologia Unicas (Duellman e
Trueb, 1994), ocupando cendrios ecoldgicos distintos e sujeitos a pressbes seletivas
diferenciadas (McDiarmid e Altig, 1999; Wells, 2007).

Caracteres larvais vém sendo utilizados como uma ferramenta alternativa
e/ou complementar no entendimento das relacdes evolutivas dos anuros,
tradicionalmente baseada em caracteristicas dos adultos (Noble, 1926; Orton, 1953,
1957, Starrett, 1973; Sokol, 1975). O condrocranio de girinos apresenta um grau de
variacdo considerado (Fabrezi e Vera, 1997; Haas, 1995, Maglia et al., 2001; Haas,
2003; Pugener et al., 2003), podendo servir, desse modo, como fonte de caracteres
auxiliares para diagnoses taxon6micas (De Séa e Hill, 1998; Swart e De S&, 1999;
Alcalde e Rosset, 2003; Larson, 2008; Alcalde et al., 2011), proposicao de hipoteses
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filogenéticas (Larson e De S4&, 1998; Haas, 2003; Pugener et al., 2003) e estudos
ontogenéticos (Larson, 2002, 2004, 2005; Trueb et al., 2011). Além disso, uma vez
que grande parte da anatomia cranial esta envolvida na alimentacdo (Cannatella,
1999), o conhecimento dessa estrutura pode fornecer indicios sobre a ecologia
alimentar larval (Haas e Richards, 1998; Vera Candioti, 2007). Similarmente, a
cavidade oral de girinos pode ter relevancia adaptativa, é estavel durante a maior
parte da fase larval (Wassersug, 1976a), podendo fornecer caracteres para uso
sistematico (Wassersug, 1980; Wassersug e Heyer, 1988; D’Heursel e De Sa, 1999;
D’Heursel e Haddad, 2007; Vera Candioti, 2006; 2008; Ruggeri e Weber, 2012).

Das espécies conhecidas de Proceratophrys, cerca de 50% possui girinos
conhecidos (Izecksohn et al., 1979; Peixoto e Cruz, 1980; Peixoto et al., 1981,
Peixoto et al., 1984; Weygoldt e Peixoto, 1985; Giaretta e Sazima, 1993; Rossa-
Feres e Jim, 1996; Eterovick e Sazima, 1998; Giaretta et al., 2000; De S& e
Langone, 2002; Vieira et al., 2007; Fatorelli et al., 2010; Nascimento et al., 2010;
Napoli et al., 2011), entretanto ndo ha descricdes de condrocranios para nenhuma
espécie e apenas cinco espécies possuem descricdes da cavidade oral: P.
appendiculata (Wassersug e Heyer, 1988), P. avelinoi (De Sa e Langone, 2002), P.
boiei (Wassersug e Heyer, 1988), P. cristiceps (Vieira et al.,, 2007) e P. renalis
(Nascimento et al., 2010). Desse modo, os objetivos do presente estudo sao: (1)
descrever o condrocranio de seis espécies de Proceratoprys: P. cristiceps, P. cururu,
P. moratoi (grupo cristiceps), P. boiei, P. renalis (grupo boiei) e P. schirchi (ndo
pertencente a nenhum grupo); (2) descrever a morfologia da cavidade oral de P.
cururu, P. moratoi e P. schirchi; (3) descrever a morfologia da cavidade oral de um
girino de P. cristiceps da Bahia e compara-la com a descricdo do girino proveniente
de Paraiba para verificar a existéncia de possiveis variaces intraespecificas e (4)
verificar a variagao dessas estruturas a luz do conhecimento atual sobre as rela¢des

entre as espécies do género.
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3.2 Material e métodos

Os girinos utilizados foram provenientes de diversas colecdes (apéndice A),
estavam conservadas em formalina a 10% tamponada (gradagcéo comercial) e foram

estagiadas seguindo a tabela de Gosner (1960).
3.2.1 Condrocranio

A descricao dos condrocranios foi baseada em uma série de 34 girinos (trés
de Proceratophrys cristiceps, trés de P. cururu, cinco de P. moratoi, oito de P. boiei,
10 de P. renalis, e cinco de P. schirchi). Para o estudo, os espécimes foram
submetidos ao processo de diafanizacdo segundo o protocolo adaptado de
Dingerkus e Uhler (1977; anexo A). llustracdes dos condrocranios e aparatos
branquiais foram feitas com o auxilio de um estereomicroscopio Leica MZ6 com
camara clara acoplada. Microfotografias digitais foram tiradas em um
estereomicroscopio Leica S8 APO com uma camera fotografica Leica LAS EZ
acoplada. Medidas morfolégicas (em mm) seguiram Alcalde e Rosset (2003) e
Alcalde et al. (2011) e foram feitas a partir dessas fotografias utilizando o software
ImageJ 1.45s. Adicionalmente foi incluida a medida do comprimento do processus
pseudopterygoideus (capitulo 2). Terminologia dos caracteres condrocraniais
seguiram Canatella (1999) e Larson e De Sa (1998). A descricdo apresentada €
representativa para as seis espécies, eventuais variagdes inter ou intraespecificas e
ontogenéticas sao citadas se necessario. Para as ilustracfes, procurou-se, quando
possivel, utilizar individuos com estagios de desenvolvimento proximos, de acordo

com a disponibilidade do material.
3.2.2 Cavidade oral

Para o estudo da cavidade oral foram utilizados seis girinos (um de
Proceratophrys cristiceps, estagio 36; dois de P. cururu, estagios 34 e 36; um de P.
moratoi, estadgio 35 e dois de P. schirchi, estagio 26). Todos foram dissecados
seguindo o procedimento de Wassersug (1976b) visando a exposi¢do do teto e piso

bucais. Em seguida, as larvas foram submetidas ao procedimento quimico, segundo
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a metodologia de De S& e Langone (2002; anexo B), para analise no microscépio
eletrbnico de varredura (MEV) Hitachi S-2300 (em 15 e 20kV). Terminologia dos
caracteres bucais internos seguiram Wassersug (1976b, 1980). A descricao
apresentada € representativa para as quatro espécies e eventuais variacdes

interespecificas sdo citadas se necessario.

3.3 Resultados
3.3.1 Condrocranio

O condrocranio de Proceratophrys tem formato ovoide em vista dorsal,
possuindo comprimento ligeiramente maior que a largura (largura/comprimento =
0,84) e aspecto comprimido em vista lateral (altura/largura = 0,39), apresentando
maior altura no nivel das cornua trabeculae e maior largura na regido do
palatoquadrado posterior ao processus muscularis quadrati. Proceratophrys

cristiceps e P. moratoi apresentaram o0s condrocranios mais alongados

(largura/comprimento 0,80) contrastando no outro extremo com P. renalis

(largura/comprimento 0,92) (Figs. 16 e 17). Medidas morfologicas sao
apresentadas na tabela 2.

Neurocranio — O bico cérneo superior é sustentado por uma cartilagem
suprarrostral formada por quatro elementos, dois corpos centrais e duas alas laterais
(Fig. 18). Os dois corpos sao fundidos ventromedialmente por um segmento de
cartilagem (mais curto e estreito em P. schirchi e P. cururu), formando uma estrutura
continua em vista dorsal e tendo um aspecto de V em vista frontal. Em P. cururu, os
dois corpos sdo mais delgados e, além desse segmento ventromedial, também
estdo unidos dorsomedialmente, delimitando uma abertura ovoide central em vista
frontal. Cada corpo esta unido dorsolateralmente com a ala por meio de um outro
segmento de cartilagem ventral ao ponto de articulagdo com as cornua trabeculae.
Cada ala tem formato plano, retangular, com a margem ventral irregular, se
curvando posteriormente a partir do ponto de jungdo com o corpo. Em P. schirchi a

ala também se encontra unida ventralmente ao corpo por uma curta ponte de
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cartilagem, ja em P. cristiceps, a margem interna da ala chega a encostar-se a
margem lateral do corpo, mas ndo chegam a se fundir. Um longo processus
posterior dorsalis emerge em cada margem da ala e se projeta dorsolateralmente.
Adicionalmente um curto processus anterior dorsalis se estende lateralmente logo
apos a juncao corpo-ala, servindo de ponto de articulacdo das cornua trabeculae

com a suprarrostral.
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5mm

1 mm
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Figura 16 — Condrocranio de Proceratophrys cristiceps (estagio 37; MUFAL 9823)
em vistas (A) dorsal, (B) ventral e (C) lateral, (D) aparato hiobranquial e (E)
cartilagem suprarrostral. Cb I-IV = ceratobranquial | a IV, ch = ceratohial, co =
cartilagem orbital, coa = c6pula anterior, cop = cbpula posterior, cqa = comissura
guadratocranialis anterior, cqo = comissura quadratoorbitalis, ct = cornua trabeculae,
fah = facies articularis hyalis, fcp = foramen caroticum primarium, fcrp = foramen
craniumpalatinum, fj = foramen jugulare, fo = foramen opticum, foc = foramen
oculomotorium, fon = foramen orbitonasalis, fov = fenestra ovalis, fpi = foramen
perilymphaticum inferior, fpo = foramen prooticum, hp = placas hipobranquiais, ic =
cartilagem infrarrostral, Icp = crista parética larval. (continua na préxima pagina).
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As cornua trabeculae sdo duas barras de cartilagem que se estende
anteriormente a partir do planum trabeculare anticum, divergindo distalmente em
forma de V em vista dorsal. Em P. moratoi essas duas barras séao visivelmente bem
mais afastadas entre si que nas demais espécies. Sua metade anterior se flexiona
em direcdo ventral para se articular sindesmoticamente com a ala da suprarrostral.
Em vista dorsal as cornua tem aproximadamente 30,8% do comprimento total do
condrocranio, sendo mais curta em P. moratoi (27,7% do comprimento do
condrocranio) e mais longa em P. cristiceps (33,8% do comprimento do
condrocranio), possuindo largura praticamente uniforme em toda sua extensao.
Proceratophrys cururu possui as cornua trabeculae com maior largura entre as
espécies (10,2% da largura do condrocranio contra média de 8% nas demais
espécies) dando ao condrocranio um aspecto mais compacto em vista dorsal.
Préximo a origem de cada cornua, ventrolateralmente, um processus lateralis
trabeculae emerge como um abaulamento (bem discreto em P. moratoi e P. renalis),
servindo de ponto de fixacdo do ligamentum quadratoethmoidale.

Posteriormente, as cornua trabeculae se convergem medialmente no planum
trabeculare anticum, que por sua vez € continuo com o planum ethmoidale,
formando a parede anterior da caixa craniana (cavum crani). Em P. cururu o planum
ethmoidale € mais largo e comprido que nas demais espécies. Em todos os
individuos se observa uma lamina orbitonasalis dorsalmente ao planum ethmoidale.

O septo nasi ainda nédo € visualizado.

Figura 16 (continuacdo) — nc = canal da notocorda, oc = cépsula 6tica, pa = par
alaris, pab = processus anterior branchialis, pad = processus anterior dorsalis, pah =
processus anterior hyalis, palh = processus anterolateralis hyalis, pag = pars
articularid quadrati, pas = processus ascendens, pc = par corporis, ph = processus
hyalis, plh = processus lateralis hyalis, plt = processus lateralis trabeculae, pm =
processus muscularis, ppd = processus posterior dorsalis, pph = processus posterior
hyalis, ppp = processus pseudopyterigoideus, pq = palatoquadrado, pge = processus
guadratoethmoidale, pr = pars reuniens, pu = processus urobranchialis, s I-ll =
espiculas | a lll, sc = cartilagem suprarrostral, s IV = espicula IV, ttm = taenia tecti
marginalis.
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Figura 17 — Vista dorsal, ventral e lateral do condrocranio e aparato hiobranquial de (A) Proceratophrys cururu (estagio 29; MUFAL
10589); (B) P. boiei (estagio 31; MUFAL 7743); (C) P. renalis (estagio 29; MUFAL 7503); (D) P. moratoi (estagio 26; L 15) e (E) P.
schirchi (estagio 37; MCNAM 6174).



95

O piso craniano é formado pelo planum intertrabeculare, formado por
extensdes laterais da trabeculae crani e anteriormente pelo planum trabeculare
anticum que, em todos os individuos analisados, ja oclui toda a fenestra
basicranialis. Dois pares de forames circulares podem ser vistos no piso craniano,
um anterior, geralmente menor, foramen craniopalatina e um posterior foramen
carotica primaria. As vezes o foramen craniopalatina pode ser dificil de identificar
devido a pouca condrificacdo do planum intertrabeculare ou ao seu ndo completo

fechamento em espécimes mais jovens (ex., P. schirchi).

1 mm 1 mm

1 mm

1 mm 1 mm

Figura 18 — Cartilagens suprarrostral de (A) Proceratophrys cururu (estagio 37;
MUFAL 10587); (B) P. boiei (estagio 36; MUFAL 10591); (C) P. renalis (estagio 32;
MUFAL 7503); (D) P. moratoi (estagio 37; L 15) e (E) P. schirchi (estagio 36;
MCNAM 9824).
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Tabela 2 — Medidas morfolégicas (em mm) dos condrocrénios de Proceratophrys cristiceps, P. cururu, P. moratoi, P. renalis, P.
boiei e P. schirchi. Abreviacdes: CT = comprimento total; CCT = comprimento das cornua trabeculae; CLCT = comprimento da
porcdo livre das cornua trabeculae; LLCT = largura da porc¢ao livre das cornua trabeculae; CCO = comprimento da capsula otica;
LCO = largura da capsula otica; ACO = altura da capsula otica; CPE = comprimento do planum ethmoidale; LPE = largura do
planum ethmoidale; LC = largura maxima do condrocranio; AC = altura maxima do condrocranio; CPA = comprimento do processus
articularis; LPA = largura do processus articularis; CPP = comprimento do processus pseudopterygoideus (média + desvio padréo).

Medidas P. cristiceps P. cururu P. moratoi P. renalis
Estagio 35-37 Estagio 27-29 Estagio 37 Estagio 26 Estagio 28-29 Estagio 36-37 Estagio 29-31 Estagio 32-33 Estagio 34-36
(N=3) (N=2) (N=1) (N=1) (N=2) (N=2) (N=3) (N=3) (N=4)
CT 8,4+1,4 8,5£0,4 9,2 6,5 6,7+0,6 7,1+0,2 6,6+£0,4 6,8+1,0 6,1+0,2
CCT 2,8+0,4 2,51£0,3 2,7 1,8 2,0£0,2 1,8+0,2 2,1+0,2 2,240,6 1,9+0,1
CLCT 2,4+0,4 2,1+0,3 2,3 15 1,8+0,2 1,6+0,2 1,8+0,1 1,8+0,5 1,6%0,2
LLCT 0,5+0,1 0,7+0,1 0,7 0,4 0,4%0,0 0,5+0,0 0,5+0,1 0,4+0,0 0,4+0,0
CCO 2,3x0,4 2,0£0,1 2,1 1,9 2,1+0,2 2,0£0,0 1,8+0,1 1,9+0,1 1,9+0,1
LCO 2,1+0,4 1,9+0,1 2,1 1,7 1,8+0,3 1,8+0,1 1,6%0,1 1,7+0,2 1,6+0,1
ACO 1,7+0,1 1,7#0,1 2,0 1,9 1,8+0,1 1,9+0,2 1,6%0,1 1,6£0,2 1,51£0,1
CPE 0,6+0,1 0,8+0,0 0,9 0,5 0,5+0,1 0,6+0,1 0,5+0,0 0,6%0,1 0,6%0,1
LPE 1,5+0,3 1,7+£0,5 1,6 15 1,3+0,0 1,6+0,2 1,3+0,0 1,4+0,1 1,3+0,1
LC 6,7+0,9 7,0£0,6 7,5 51 5,3+0,4 5,9+0,1 5,7+0,3 5,7+0,8 5,240,3
AC 2,7+0,1 2,610,3 3,2 2,1 2,0£0,2 2,240,2 2,210,0 2,3£0,5 2,0£0,1
CPA 0,9+0,0 0,8+0,1 0,9 0,7 0,8+0,2 0,8+0,0 0,7+0,0 0,7+0,1 0,7+0,1
LPA 1,3+0,1 1,1+0,1 1,0 1,0 0,9+0,1 0,9+0,0 0,9+0,1 0,9+0,2 0,8+0,1

CPP 0,7+0,2 0,7+0,1 0,7 0,5 0,5+0,0 0,4+0,0 0,4+0,1 0,4+0,0 0,4+0,0




97

Tabela 2 (continuacao).

Medidas P. boiei P. schirchi
Estagio 31  Estagio 36-37 Estagio 26 Estagio 36-38
(N=1) (N=7) (N=2) (N=3)

CT 7,4 7,60,6 6,0+0,9 6,8+0,4
CCT 2,4 2,3+0,3 1,840,2 2,1+0,1
CLCT 2,0 2,0+0,2 1,3+0,0 1,8+0,1
LLCT 0,5 0,5+0,1 0,4+0,0 0,5+0,0
CCO 2,0 2,1+0,2 1,740,2 1,9+0,1
LCO 1,7 1,9+0,2 1,502 1,7+0,1
ACO 1,6 1,7+0,1 1,4+0,1 1,7+0,0
CPE 0,6 0,7+0,2 0,4+0,1 0,6+0,1
LPE 15 1,4+0,3 1,240,1 1,5+0,1

LC 6,2 6,4+0,7 4,9+0,9 5,7+0,1
AC 2,2 2,4+0,2 1,7+0,2 2,2+0,1
CPA 0,7 0,8+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1
LPA 0,9 1,0+0,1 0,7+0,2 0,9+0,0
CPP 0,4 0,4+0,1 0,4+0,1 0,5+0,0

As paredes laterais da caixa craniana constituem as cartilagens orbitais, que
se estendem da parte posterior das cartilagens trabeculares até a porcdo anterior do
planum basale (parte posterior do condrocranio penetrado pela notocorda). Sdo
constituidas por trés regides: a primeira, mais anterior, € a chamada raiz preoptica e
se estende de sua insercdo nas trabéculas até a margem anterior do forame o6tico; a
segunda, bem mais estreita, € a pila metotica, situa-se entre os forames otico e
oculomotor e a terceira, a pila antotica, separa o forame oculomotor do forame
prodtico. Geralmente quatro forames sao visiveis: o forame 6tico, mais anterior de
todos; o forame oculomotor, localizado posteroventralmente ao anterior e de

tamanho pouco menor; ambos podem ter um formato que varia de circular a ovoide;
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o forame prootico, que separa a cpsula otica da cartilagem orbital, € o maior de
todos e tem o formato de lua crescente, delimitado dorsalmente pela taenia tecti
marginalis; e, adicionalmente, um minusculo forame troclear, s6 visualizado em P.
cururu (dependendo do grau de condrificagdo da cartilagem orbital), dorsalmente
aos forames o6tico e oculomotor.

Uma fenestra frontopariental, em forma de sino, pode ser vista dorsalmente.
Ela é delimitada anteriormente pelo planum ethmoidale, lateralmente pela taenia
tecti marginalis e posteriormente pelo tectum synoticum. Em P. cururu, P. cristiceps
e P. schirchi consegue-se observar o inicio do surgimento da taenia tecti medialis
como uma pequena projecdo de cartilagem na por¢cdo média do tectum synoticum.

N&o foi observada a presenca da taenia tecti transversalis nos estagios analisados.

1 mm

Figura 19 — Detalhe do condrocranio de dois individuos de Proceratophrys schirchi
(lote MCNAM 6174) evidenciando (A) a formagdao de um processus opticus larval
(estagio 38) e (B) o seu ndo aparecimento (estagio 37).



99

As capsulas dticas sdo subquadrangulares (largura/comprimento = 1,1;
altura/largura = 0,9), correspondendo cerca de 27,6% do comprimento total do
condrocranio. S&o confluentes ventromedialmente com o planum basale,
dorsomedialmente com o tectum synoticum e contactam anteriormente com a
terminacdo posterior da taenia tecti marginalis. Uma crista larval parética se
sobressai horizontalmente na parede lateral de cada capsula 6tica. Cada crista é
formada anteriormente por um processus anterolateralis subtriangular e bem distinto
(maior em P. cururu) e posteriormente por um menor e nem sempre distinto
processus posterolateralis. Em um individuo de P. schirchi (MCNAM 6174; estagio
38) 0 processus anterolateralis € alongado, chegando a se fundir com a curvatura
posterolateral do palatoquadrado, formando, com isso, uma processus opticus larval
(Fig. 19). Uma fenestra ovalis bem diferenciada e coberta por membrana
(equivalendo a 9% do comprimento total do condrocranio) pode ser vista
ventrolateralmente logo abaixo da crista parotica.

Um par de arcus occipitalis se estende posteromedialmente as cépsulas
Oticas a partir do planum basali, dando origem aos condilos occipitais e formando a
margem medial e ventral do foramen jugulare (podendo ser visto dorsalmente
somente em P. cristiceps). Um foramen perilymphaticum inferior (de tamanho pouco
menor que o jugulare) pode ser visualizado na regido ventromedial de cada capsula
Otica, ao lado do foramen jugulare. Uma invaginacdo por onde penetra a notocorda,
equivalendo a 17% do comprimento total do condrocranio, divide o planum basale ao
longo de sua linha média.

Componentes viscerais — Arco mandibular: o palatoquadrado é relativamente
largo. Em P. cristiceps e P. moratoi essa largura € praticamente uniforme em toda
sua extensdo enquanto que nas demais espécies ha uma leve expansado em direcao
posterior, maior em P. cururu. Sua margem posterolateral se curva levemente para
cima até o ponto de contato com a cartilagem orbital via processus ascendens. Sua
curvatura posterior forma um angulo levemente obtuso, resultando, a excecéo de P.
cururu, em um aspecto céncavo na sua margem interna. O arcus subocularis possui
0 contorno posterolateral aproximadamente circular em P. cristiceps, P. schirchi, P.

moratoi enquanto que nas demais espécies € subtriangular.
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Em Proceratophrys, o palatoquadrado esta ligado ao neurocranio por duas
estruturas: a comissura quadradocranialis anterior e o0 processus ascendens.
Anteriormente, a comissura quadradocranialis anterior conecta o palatoquadrado ao
neurocranio. Ela constitui uma barra plana de cartilagem que se inicia na regidao do
palatoquadrado imediatamente posterior ao pars articularis quadrati e se estende
dorsalmente até o neurocranio, proximo ao planum trabeculare anticum. Um
processus quadratoethmoidalis de formato triangular se estende dorsomedialmente
na base da margem anterior da comissura e serve como ponto de inser¢cdo do
ligamentum quadratoethmoidale. Além disso, um processus pseudopterygoideus,
levemente curvado medialmente, emerge da porcdo posterior da comissura
quadradocranialis anterior para dentro da fenestra subocularis. Em P. cururu, P.
cristiceps e P. schirchi esse processo é mais conspicuo, equivalendo a cerca de 8%
do comprimento total (cerca de 6% nas demais espécies), além de ser visivelmente
bem mais largo em P. cururu. Na parte posterior, o palatoquadrado se conecta com
0 neurocranio pelo processus ascendens, uma haste cilindrica de cartilagem que se
curva dorsomedialmente para se conectar na regido da pila antotica da cartilagem
orbital. Essa conexdo ocorre ventral ao foramen oculomotor (condigao tipo “baixa”,
sensu Sokol, 1981), sendo que em alguns individuos essa relacdo pode ser de
visualizacéo dificil. Em P. cristiceps, P. schirchi e P. moratoi esse processo chega a
ocluir a margem anteroventral das capsulas éticas.

Anteriormente o palatoguadrado ainda possui dois processos: a pars
articularis quadrati e o processus muscularis quadrati. A pars articularis quadrati
corresponde a extremidade anterior do palatoquadrado, é formado por uma larga
barra de cartilagem cuja margem serve como superficie de articulagdo com a
cartilagem de Meckel. A pars articularis € mais robusta em P. cururu que nas demais
espécies (largura equivalendo a 19% da largura total do condrocranio contra cerca
de 16% nas outras espécies). O processus muscularis quadrati, localizado posterior
a par articularis, € um processo largo, subtriangular, que se estende dorsalmente, a
partir da margem lateral do palatoquadrado, e entdo se curva medialmente para se
unir ao processus antorbitalis do planum ethmoidale via comissura quadratoorbitalis

(curto feixe de cartilagem). Imediatamente abaixo do processus muscularis se
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visualiza uma regido articular, a facies articularis hyalis, que se une
sindesmoticamente ao ceratohial e cuja parte anterior apresenta uma dilatacao
triangular e bem distinta, o processus hyoquadrati.

A maxila inferior € formada pelas cartilagens de Meckel juntamente com as
cartilagens infrarrostrais. A cartilagem de Meckel tem formato de V em vista dorsal.
Sua regido posterolateral se articula com a pars articularis quadrati através de um
processus retroarticularis. Em vista lateral, a cartilagem de Meckel se expande
verticalmente para se articular com as cartilagens infrarrostrais através de dois
processos: dorsomedialis e ventromedialis. As cartilagens infrarrostrais sustentam o
bico cérneo inferior. Sdo duas barras retangulares de cartilagem que se articulam
medialmente por uma sinfise, formando um V em vista anterior. Estdo situadas
medial e ventralmente as cartilagens de Meckel e ventral as cornua trabeculae. Sua
margem posterolateral se articula entre os processus dorsomedialis e ventromedialis
da cartilagem de Meckel.

Aparato hiobranquial: os ceratohiais formam a base do piso da cavidade
oral, sdo medialmente planos, grandes e orientados perpendicularmente ao eixo
principal do condrocranio. Lateral e dorsalmente hd uma expansao condilar vertical,
0 processus articularis, que se articula com a facies articularis hyalis do
palatoquadrado. Anteriormente, cada margem dos ceratohiais possui trés processos:
processus anterior hyalis, processus anterolateralis hyalis e processus lateralis
hyalis, o primeiro sempre é maior e de formato triangular em P. cristiceps, P.
moratoi, quadrangular em P. cururu e P. schirchi e podendo ocorrer em ambos 0s
formatos em P. boiei e P. renalis. O segundo tem formato triangular e as vezes pode
ser inclinado levemente em direcdo medial. J& o processus lateralis hyalis (sensu
Alcalde e Barg, 2006) é menor que os demais e pode ser visualizado lateralmente ao
processus articularis. Posteriormente, os ceratohiais também possuem um bem
desenvolvido processus posterior hyalis. Cada ceratohial é ligado medialmente a
uma pars reuniens retangular e de condrificacdo débil. Anteriormente a pars
reuniens, uma copula anterior pode ser vista em alguns individuos como um discreto
filete de cartilagem. Posteriormente, a pars reuniens é conectada a uma copula

posterior em forma de sino e de onde emerge um curto mas distinto processus
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urobranchialis. A coOpula posterior se conecta posteriormente as placas
hipobranquiais, que sdo laminas de cartilagem de forma triangular que atuam como
suporte para as cestas branquiais. Sao articuladas entre si medialmente e suas
bordas posteriores divergem formando um V aberto invertido. Além disso, em todos
os Proceratophrys as bordas anteriores das placas apresentam uma unido
sincondrética com o processus posterior hyalis.

As cestas branquiais sdo formadas por quatro ceratobranquiais unidos
distalmente por uma comissura terminalis. O ceratobranquial | é continuo
proximalmente com as placas hipobranquiais e comporta anteriormente um
processus anterior branquialis triangular e medialmente inclinado. Os
ceratobraquiais I, 1ll e IV sédo unidos as placas hipobranquiais por sicondrose.
Algumas pequenas fenestracdes, variaveis de espécime a espécime, sao vistas ao
longo do ceratobranquial | e da comissura terminalis. Os ceratobranquiais Il e Il
ainda apresentam, em sua margem proximal, pequenos processos, maior no
ceratobranquial 1l, que se opbem sem chegar a se fundir, resultando em um
processus branquialis “aberto”. Pequenas espiculas se projetam dorsalmente dos
ceratobranquiais I, Il e Il a partir de seu ponto de ligagdo com as placas
hipobranquiais. Além disso, uma pequena placa de cartilagem pode ser vista na
margem proximal do ceratobranquial IV (maior em P. cristiceps), fundida aos
hipobranquiais, podendo ser considerada uma quarta espicula.

Ossificacbes — Em P. cristiceps ndo se observou nenhuma formacgéo 6ssea
nos estagios analisados. Em P. cururu, o frontopariental j4 esta em plena formacéao
no estagio 37. Em P. renalis, P. boiei, P. moratoi e P. schirchi os primeiros 0ssos a
aparecerem sao o frontopariental e o parasfendide, por volta dos estagios 26-27, e

no estagio 34-35 ja se consegue observar o inicio do exoccipital.
3.3.2 Cavidade oral

Teto bucal — O teto bucal (Figs. 20A e C; 21A, D e E; 22A e C; 23A,C e D)
tem formato ovoide, sendo mais comprido que largo. A arena pré-nasal tem formato
circular em Proceratophrys cristiceps e P. cururu e parece ser um pouco mais

alongada em P. moratoi e P. shirchi. Em P. cururu e P. schirchi essa area possui
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uma discreta crista transversal, situada a meio caminho entre o bico corneo e as
narinas, com algumas papilas em sua extremidade na primeira espécie;
adicionalmente, duas a cinco pustulacdes também séo vistas geralmente posterior a
crista. Em P. cururu e P. moratoi parece haver um par de papilas pré-nasais que
surge nas paredes laterais no meio da arena pré-nasal, mas que, devido a altura do
corte de dissecacao, ndo se pode ter mais detalhes. Em P. cururu também pode ser
visto o que seria um segundo par de papilas pré-nasais, formado por trés a quatro
projecdes secundarias, situado muito proximo e anterolateralmente as narinas e com
cerca da metade de seu comprimento; estrutura semelhante pode ser vista também
em P. schirchi. As narinas internas sao vistas em formato de meia lua, com excecao
de P. cururu, que aparece bem mais estreita, dando um aspecto de fenda. Estéao
dispostas formando um angulo de 45° em relagcéo ao plano transversal em P. cururu,
P. cristiceps e P. shirchi e paralelo a esse plano em P. moratoi. A parede anterior da
narina € curta, pouco espessa e com margem serrilhada ou com pequenas
pustulacfes; a parede posterior € maior, lisa e formando uma pequena aba que se
projeta ventralmente, formando uma valvula nasal; em P. cristiceps, P. moratoi e P.
schirchi consegue-se ainda ver medianamente uma proje¢éao da valvula nasal (Fig.
20C). Arena pés-nasal curta, equivalendo a no maximo a metade do comprimento da
arena pré-nasal. A excecdo de P. cururu, trés ou quatro pustulacées s&o vistas no
centro da area. Quatro ou cinco pares de papilas pds-nasais aparecem a meio
caminho entre as narinas internas e a crista mediana, essas séo alinhadas em forma
triangular em P. schirchi e transversalmente nas outras espécies, se projetam
medialmente e possui suas bordas anteriores serrilhadas. Em P. cururu e P.
cristiceps, os dois pares mais mediais s&0 maiores que 0s laterais, enquanto que em
P. schirchi essa relacao € inversa e em P. moratoi sdo de tamanhos similares. Em P.
cristiceps, P. cururu e P. schirchi surgem algumas papilas alinhadas
transversalmente e medialmente na arena pés-nasal imediatamente anterior a crista
mediana, essas sdo em numero de duas em P. cristiceps e quatro ou cinco em P.
cururu. Em P. schirchi parece haver no minimo trés papilas, mas estas estdo quase
gue completamente encobertas pela crista mediana, ficando dificil a visualizagdo. A

crista mediana se projeta sobre a arena pés-nasal e é diferenciada nas quatro
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espécies. Em P. cururu é pequena e duas formas foram encontradas, a primeira tem
aspecto ligeiramente triangular com margem anterior com quatro projecdes
evidentes e a segunda tem formato retangular com comprimento maior que a largura
e margem anterior terminando com trés projecdes (Figs. 21D e E); em P. cristiceps a
crista tem formato trapezoidal com a margem anterior irregular;, em P. schirchi
também foram encontradas duas configuracfes da crista, na primeira o formato &
trapezoidal com margem anterior irregular em que se destacam duas projecoes
maiores, a segunda tem formato de uma lingueta triangular com as margem
levemente irregular (Fig. 23C e D). Finalmente em P. moratoi a crista mediana é
larga e em forma de aba semicircular com a margem anterior levemente serrilhada.
Papilas laterais a crista mediana elaboradas, localizadas anterolateralmente a crista
e sobre as papilas pds-nasais, sua base é larga e com cinco a seis projecdes
secundérias que se estendem medialmente a partir das paredes laterais do teto.
Arena do teto bucal (BRA) tem formato circular, com excecao de P. cururu que é
triangular; é delimitada anteriormente pela crista mediana e lateral e posteriormente
por 20-25 papilas geralmente inclinadas em direcdo ao centro da BRA e em menor
namero posteriormente. Inimeras pustulacdes espalhadas uniformemente estao
presentes na BRA, em maior nimero em P. schirchi. Pequenas e raras papilas
podem ser visualizadas nos lados da parede lateral do teto bucal, lateralmente e fora
da BRA. O velum dorsal é relativamente longo e interrompido na linha mediana, com
13-16 papilas presentes em sua margem posteromedial. A zona glandular é
interrompida medialmente, sendo mais discreta em P. moratoi e mais evidente nas
demais espécies; ocupa mais da metade posterior da superficie velar em P. cururu e
P. cristiceps e cerca da metade em P. schirchi. As fossetas secretoras dessa zona
sdo densamente distribuidas. Algumas pustulacdes podem ser vistas medianamente

no velum em P. cururu e P. schirchi.
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Figura 20 — Microfotografia eletronica de varredura do teto (A) e piso bucais (B),
detalhes da narina direita (C) e regido posterior do piso bucal (D) de Proceratophrys
cristiceps (estagio 36; MUFAL 9821). Ana = parede anterior da narina, bfa = arena
do piso bucal, bfp = papilas do piso bucal, bp = fenda bucal, bra = arena do teto
bucal, brp = papilas do teto bucal, dv = velum dorsal, g = glote, gz = zona glandular,
ip = papilas infralabiais, Ip = papilas linguais, mn = entalhe medial, mr = crista
mediana, mrp = papilas da crista mediana, na = narinas, nv = valvula nasal, nvp =
projecao da valvula nasal, pg = abertura posteromedial, poa = arena pés-nasal, pop
= papilas pés-nasais, pra = arena pré-nasal, prp = papilas pré-nasais, vv = velum
ventral.
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Piso bucal — O piso bucal (Figs. 20B e D; 21B e C; 22B e D; 23B) tem
formato triangular, com comprimento ligeiramente maior que a largura, com excecéao
de P. moratoi, que é mais largo e com comprimento e largura equivalentes. Dois
pares de papilas infralabiais estdo presentes, sendo o primeiro par anteromedial,
paralelo ao plano mediano e formado por trés a quatro pequenas projecdes em P.
cristiceps, P. moratoi e P. schirchi; e o segundo par localizado posterolateralmente
ao primeiro, emergindo das paredes laterais do piso e formado por cinco a seis
projecBes secundarias digitiformes, sua base é larga em P. schirchi e mais estreita
em P. moratoi. Em P. cururu, esses dois pares de papilas se diferenciam das demais
espécies pelo seu grande tamanho, chegando a ser duas vezes maior e com as
projecbes do segundo par alcancando as papilas linguais posteriormente. Seis
papilas linguais sdo encontradas em P. moratoi e quatro nas demais espécies, estas
estdo alinhadas transversalmente e podem ser visualizadas sobre o primérdio lingual
na regido anteromedial do piso bucal. A maioria dessas papilas possuem as
terminacdes bifurcadas e em P schirchi suas margens séao levemente serrilhadas. A
arena do piso bucal (BFA) é grande e com forma triangular em P. schirchi e menor e
em forma de U nas demais espécies, sdo rodeadas lateral e posteriormente por 35-
45 papilas em P. cururu e P. cristiceps e por 18-24 papilas em P. moratoi e P.
shirchi. InUmeras pustulagdes, que aumentam em numero anteroposteriormente,
estdo espalhadas uniformemente na BFA, em P. cururu elas estdo em menor
namero enquanto que em P. schirchi estdo em numero maior. Entre essas
pustulacdes, encontram-se 9-18 papilas dispersas aleatoriamente. Cerca de quatro a
cinco papilas e igual numero de pustulacdes ainda sdo vistas posterolateralmente e
fora da BFA. As bolsas bucais possuem formato de fenda (comprimento nove vezes
maior que a largura) e sdo quase que transversalmente orientadas. Em P. cururu ha
cerca de sete a 10 papilas pré-bolsais grandes, juntamente com trés a quatro papilas
menores, enquanto que nas demais espécies sao visualizadas apenas duas a trés
papilas pré-bolsais de tamanho médio. A superficie velar equivale a 1/10 do piso
bucal e tem sua margem posterior medial apresentando duas a trés projecdes
digitiformes em P. cristiceps e cinco a sete nas demais espécies. Em P. cristiceps

uma fissura mediana pode ser vista dividindo a superficie velar em direita e
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esquerda (Fig. 20D). Um entalhe medial pode ser visto em P. cristiceps e P. moratoi;
fossetas secretoras sao vistas apenas na borda do velum e nas projecées em P.

cururu, P. moratoi e P. schirchi.

Figura 21 — Microfotografia eletrénica de varredura do teto (A) e piso bucais (B),
detalhe das papilas infralabiais (C) e crista mediana (D) de Proceratophrys cururu
(estagio 34; MUFAL 10589) e variacao do formato da crista mediana (E) em outro
individuo da mesma espécie (estagio 36; MUFAL 10589).



108

Figura 22 — Microfotografia eletronica de varredura do teto (A) e piso bucais (B),
detalhe da narina direita (C) e papilas linguais (D) de Proceratophrys moratoi
(estagio 35; L 15).
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Figura 23 — Microfotografia eletronica de varredura do teto (A) e piso bucais (B),
detalhe da crista mediana (C) de Proceratophrys schirchi (estagio 26; MUFAL 9824)
e variacdo do formato da crista mediana (D) em outro individuo da mesma espécie
(estagio 26; MUFAL 9824).

3.4 Discusséao
3.4.1 Condrocranio

Até o momento nenhuma espécie de Proceratophrys teve seu condrocranio
descrito. O condrocranio das seis espécies aqui tratadas apresentou uma morfologia
geral similar, possibilitando reuni-las pelo seguinte conjunto de caracteres: (1)
cartilagem suprarrostral tetrapartida, com dois corpos unidos ventralmente e cada
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corpo ligado dorsolateralmente a uma ala; (2) presenca do processus lateralis
trabeculae; (3) presenca de processus pseudopyterigoideus; (4) uniao “tipo baixa” do
processus ascendens a cartilagem orbital; (5) presenca de uma comissura
quadratoorbitalis; (6) presenca de processus lateralis hialis; (7) processus
branquialis “aberto”; e (8) quarta espicula modificada na forma de uma pequena
placa de cartilagem. Padrdes conservativos parecem ser comuns quando se analisa
a variacao condrocranial em anuros em nivel especifico (e.g. D'Heursel e De S3,
1999; Formas e Brievas, 2004; Vera Candioti, 2008; Larson, 2008). Haas (2003)
obteve estados de caracteres praticamente idénticos em espécies dos géneros
Phyllomedusa e Pseudis, s6 encontrando variacao significativa acima desse nivel
hierarquico. Contudo, esses e outros trabalhos (Lavilla e De S&, 2001; Aguilar e
Venegas, 2007) tém identificado caracteres sinapomorficos Uteis no entendimento
das relacdes filogenéticas e no diagnostico taxondmico de géneros e espécies de
anuros.

Em Proceratophrys, algumas variagbes de caracteres corroboraram os
grupos de espécies ja propostos. Proceratophrys renalis e P. boiei (grupo boiei)
apresentaram condrocranios virtualmente idénticos, diferenciando-se das outras
espécies pelo curto e pouco condrificado processus pseudopterigoideus
(equivalendo a 6% do comprimento do condrocranio). Dificuldades de distincdo
dessas duas espécies também foram encontradas na morfologia externa dos girinos
(Nascimento et al., 2010). Até recentemente, esses dois tAxons eram considerados
uma Unica espécie (P. boiei), Prado e Pombal (2008) entéo revalidaram P. renalis da
sinonimia para as populacées do nordeste do Brasil a partir de diferencas craniais
observadas nos adultos e deixaram o epiteto boiei para as popula¢des do sudeste.
Tais diferencas também foram corroboradas cariotipica (Ananias et al., 2007) e
bioacusticamente (Santana et al., 2011). Vera Candioti (2008) encontrou padréao
conservativo semelhante em girinos de Telmatobius a despeito das diferencas dos
adultos e hipotetizou que tal fato se deveria a eventos recentes de especiacao.
Estudos futuros poderdo dizer se fenbmeno semelhante estd ocorrendo em P.

renalis e P.boiei.
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Espécies de Proceratophrys do grupo cristiceps (P. cristiceps e P. moratoi)
apresentaram o condrocranio mais longo, o palatoquadrado com largura uniforme
(palatoquadrado expandido posteriormente nas demais espécies) e compartilharam
um maior tamanho do processus pseudopterigoideus (8% do comprimento do
condrocranio). Adicionalmente, estas duas espécies e P. schirchi (sem grupo)
compartilharam um processus pseudopyterigoideus maior que nas demais espécies
(8% contra 6% do comprimento total). Entretanto, P. cururu, também pertencente ao
grupo cristiceps, se diferenciou de todas as outras espécies (1) pela variagdo no
padrao tetrapartido da cartilagem suprarrostral, com os dois corpos mais delgados e
unidos, ventral e dorsomedialmente, (2) pelas cornua trabeculae mais curtas e
largas, (3) pela terminacdo posterolateral do palatoquadrado mais larga e (4) por
possuir um processus anterolaterais da crista parética mais conspicuo. Todas essas
caracteristicas resultam em um condrocranio mais compacto e robusto. Apesar de
nao haver informacdes sobre a dieta de girinos de P. cururu, sabe-se que muitas
variacbes de condrocranios podem ser determinadas por adaptacfes alimentares
(De Sa, 1994). Caracteristicas como o encurtamento das cornua trabeculae,
cartilagens infrarrostrais e ceratohiais mais robustas e ceratobranquiais curtos sao
indicativos de dieta macrofaga (Larson e De Sa, 1998; Vera Candioti, 2007).
Ademais, Eterovick e Barros (2003) encontraram evidéncias de plasticidade
comportamental no uso do microhabitat em girinos de P. cururu, o que pode sugerir
uma similar flexibilidade na dieta dessa espécie.

Proceratophrys moratoi, também pertencente ao grupo cristiceps, foi
recentemente alocada em Proceratophrys baseado em evidéncias moleculares
(Amaro et al., 2009). Essa espécie foi descrita originalmente como membro de
Odontophrynus (Jim e Caramaschi, 1980) a partir de caracteres osteoldgicos dos
adultos, porém os autores ja chamariam a atencdo para o fato de que alguns
caracteres de morfologia externa seriam associados a Proceratophrys, o que
também foi sugerido pela morfologia externa da larva (Rossa-Feres e Jim, 1996).
Condrocranios de Odontophrynus séo conhecidos para O. americanus, O. maisuma,
O. carvalhoi, O. cultripes, O. achalensis e O. lavillai (Fabrezi e Vera, 1997; Haas,

2003; capitulo 2). O condrocranio de P. moratoi apresentou como caracteristica
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diferencial dos demais Proceratophrys e de Odontophrynus um maior grau de
afastamento entre si das cornua trabeculae. Além disso, em P. moratoi ndo se
observou a presenca de um tectum parientale, carater que parece ser compartilhado
por Odontophrynus e que refor¢a a alocacdo da espécie em Proceratophrys. Outro
carater que separa os dois géneros € a diferenca de tamanho, Proceratophrys
parece ter um condrocranio em média menor que em Odontophrynus (7,0 mm,
estagios 26-38, contra 10 mm, estagios 28-38).

Proceratophrys schirchi € uma espécie que, devido a caracteres
morfolégicos do adulto, ndo € considerada pertencente a nenhum grupo (Prado e
Pombal, 2008, Teixeira Junior et al., 2012). O condrocranio dessa espécie pode ser
diferenciado das demais por possuir a cartilagem suprarrostral com o corpo e ala
unidos ventralmente por uma delgada ponte de cartilagem. Segundo Sokol (1981) e
Fabrezi e Vera (1997), a cartilagem suprarrostral possui uma origem ontogenética
tetrapartida e as fusbes caracteristicas ventral corpo-corpo e dorsal corpo-ala
ocorrem no decorrer do desenvolvimento. FusGes extras dessa estrutura, como em
P. schirchi e P. cururu, podem ser consideradas como caracteres derivados.
Proceratophrys schirchi também se distinguiu das outras espécies pelo fato de um
dos individuos analisados (MCNAM 6174; estagio 38) apresentar 0 processus
anterolateralis da crista parética alongado, com sua extremidade chegando a se
fundir com a regido posterolateral do palatoquadrado, caracterizando um processus
opticus larval. Essa estrutura também foi encontrada em individuos de uma das duas
populacdes estudadas de Odontophrynus carvalhoi (capitulo 2) e especulou-se se
essa variacdo poderia representar uma variacao intraespecifica ou um taxon nao
descrito. O fato desse processo s6 ter sido encontrado em um individuo de P.
schirchi favorece a primeira hipétese. O processus opticus larval ocorrem em muitos
taxa de anuros (e.g., Lavilla e De Sa, 1999; Alcalde e Rosset, 2003; Alcalde e Barg,
2006; Barrasso et al.,, 2012) e seu significado filogenético e funcional ainda é
desconhecido (Haas, 1995).

Sokol (1981) classificou a altura de conexdo do processus ascendens a
cartilagem orbital tomando como referéncia a posicdo do foramem oculomotorium.

Assim, na conexao tipo “alta” o processus ascendes se une a cartilagem orbital em
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uma posigao acima do referido forame, na conexao “intermediaria” a unido ocorre ao
nivel do forame e no tipo “baixa”, a conexdo acontece abaixo do forame. Ainda
segundo o autor, ha tipos intermediarios entre esses trés caracteres e a condicéo
“baixa” seria a mais derivada, tal como ocorre em Proceratophrys. Haas (2003)
argumentou que esse carater parece ser continuo, hipétese que pbde ser
corroborada em Proceratophrys, uma vez que se pode identificar espécies
claramente com o padrdo tipo “baixo”, como em P. cururu e P. boiei, até padrdes
que chegam a se aproximar um pouco do tipo “intermediario” como em P. cristiceps
e P. renalis.

Finalmente, alguns outros caracteres de condrocranio que se mostram
variaveis intraespecificamente em muitas taxa, entre eles a presenca do processus
posterolateral da crista parética e a presenca da cépula anterior (cartilagem basihial)
localizada anterior a pars reuniens (Larson et al., 2003; Haas, 1995; Larson, 2008)
também se apresentaram variaveis em Proceratophrys, devendo, por isso, ser

utilizadas com cautela em estudos filogenéticos.
3.4.2 Cavidade oral

De Sa e Langone (2002) estabeleceram algumas caracteristicas comuns a
cavidade oral de Proceratophrys para as espécies até entdo conhecidas (P.
appendiculata, P. avelinoi e P. boiei). Baseado nos achados do presente estudo e
em trabalhos anteriores (Vieira et al., 2007; Nascimento et al., 2010; Tabela 3) ao
menos duas caracteristicas (a presenca de uma quantidade extensa de pustulacdes
na BFA e na BRA e a presenca de quatro papilas linguais grandes) definidas por De
Sa e Langone (2002) ndo seriam mais aplicaveis ao género. Com isso, a cavidade
oral do género pode ser reconhecida agora pela seguinte combinacéo de caracteres:
(1) a presenca de papilas grandes e atenuadas no teto e piso bucal (2) dois a seis
pares de papilas pds-nasais; (3) duas a cinco papilas imediatamente anteriores a
crista mediana; (4) papilas laterais a crista larga, com duas a oito projecbes
secundarias; (5) velum dorsal relativamente longo e interrompido medialmente; (6)
zona glandular dorsal interrompida medialmente e (7) trés a seis papilas linguais

podendo ser bifurcadas ou néo.
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Vieira et al. (2007) descreveram a cavidade oral de P. cristiceps a partir de
uma populagdo do municipio de Sdo Joado do Cariri, estado da Paraiba, nordeste do
Brasil. Algumas caracteristicas reportadas por esses autores diferiram da descrita
agui para essa espécie proveniente de uma populacdo do municipio do Morro do
Chapéu, Bahia (em parénteses): presenca de quatro papilas pds-nasais, sendo o par
anteromedial curto e o par posterolateral longo (sete a oito papilas pdés-nasais,
sendo as mais mediais pouco maiores que as mais laterais), papilas laterais a crista
com duas longas projecOes e quatro a cinco papilas curtas na margem anterior de
uma dessas projecdes (papilas com quatro longas projecdes secundarias lisas, em
forma de méo), BRA rodeada por cerca de 10 papilas (20-25 papilas), presenca de
trés papilas linguais (quatro papilas linguais), auséncia de entalhe mediano
(presenca). Diferencas interpopulacionais em caracteristicas da cavidade oral
também foram reportadas, por exemplo, para Hypsiboas andinus, H. caingua e H.
faber (Kolenc et al., 2008) o que foi considerado pelos autores como provavel
variagdo intraespecifica. Os caracteres diagnosticos de P. cristiceps foram
recentemente redefinidos, sua distribuicdo geogréafica foi revista e espécimes até
entdo consideradas como pertencentes a P. cristiceps foram erigidas como novas
espécies (Cruz et al., 2012). As informacdes disponiveis no momento ainda nao
permitem afirmar se essas diferencas na cavidade oral correspondem a variacdes
intraespecificas ou se seriam taxons distintos.

Alguns caracteres da cavidade oral variaram interespecificamente e, como
ocorreu com o0s condrocranios, sua distributividade nem sempre se mostrou
congruente com 0s agrupamentos morfolégicos das espécies ja estabelecidos por
similaridade dos caracteres externos dos adultos. As papilas pdés-nasais
apresentaram tamanhos e arranjos diversificados, em P. renalis (Nascimento et al.,
2010), P. cururu e P. cristiceps essas papilas ocorrem em namero de seis a 12
alinhadas transversalmente, sendo as papilas mais mediais pouco maiores que as
laterais; em P. schirchi e P. cristiceps de Sao Joao do Cariri (Vieira et al., 2007) essa
relacdo é inversa; ja em em P. appendiculta (Wassersug e Heyer, 1988) e P. moratoi
todas tem tamanhos similares e em P. avelinoi as papilas pds-nasais formam um

triangulo com o apice dirigido anteriormente.
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Segundo Wassersug e Heyer (1988) variagcdes da crista mediana sao de
dificil significado funcional e filogenético. Em seu levantamento, eles concluiram que
detalhes da crista sdo frequentemente muito similares entre espécies de um mesmo
género. A variabilidade de formato da crista encontrado em Proceratophrys né&o
corroborou essa assertiva e estd de acordo com resultados equivalentes
encontrados em outros géneros de Hyloidea como Physalaemus (Ruggeri e Weber,
2012; Provete et al., 2011). O formato de crista mais comum encontrado foi o
trapezoidal (P. appendiculata, P. avelinoi, P. boiei, P. renalis, P. cristiceps; presente
estudo; Wassersug e Heyer, 1988; De S& e Langone, 2002; Nascimento et al.,
2010), uma crista larga semicircular foi compartilhada por P. cristiceps de Sao Joé&o
do Cariri (Vieira et al., 2007) e P. moratoi. Em P. cururu e P. schirchi foram
observadas variacfes individuais no formato da crista, na primeira espécie foram
encontradas o formato triangular e retangular enquanto que em P. schirchi se
observou o formato trapezoidal e triangular.

Em Proceratophrys, o nimero de papilas linguais variou de quatro (mais
comum) a seis papilas em P. renalis e P. moratoi (presente estudo; Nascimento et
al., 2010). Em P. cristiceps de Sao Jodo do Cariri foram encontrados trés papilas

7z

linguais (Vieira et al., 2007). O numero de papilas linguais € considerado de
importancia sistematica devido a baixa variabilidade geral observada, inclusive
guantidades impares sao consistentes dentro de espécies (Wassersug e Heyer,
1988). Proceratophrys cururu, por sua vez, se diferenciou por apresentar os dois
pares de papilas infralabiais com o dobro do tamanho das demais espécies e a BRA
de formato triangular (circular nas demais). Papilas grandes e longas séo geralmente
encontradas em espécies de correnteza que se alimentam no fundo da &agua
(Wassersug, 1980), sabe-se que girinos de P. cururu sdo encontrados em riachos e
possuem caracteristicas bentbnicas (Eterovick e Sazima, 1998; Eterovick e
Fernandes, 2001).

A cavidade oral de Proceratophrys possui 0 aspecto geral muito semelhante
aos outros dois géneros da familia Odontophrynidae. Entretanto algumas diferencas
podem ser notadas. Em relacdo a Odontophrynus (capitulo 2; Wassersug e Heyer,

1988), Proceratophrys pode ser diferenciado (caracteres de Odontophrynus em
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parénteses), pela crista mediana ser em geral mais curta (mais larga), papilas
laterais a crista formada por cinco a seis projecdes digitiformes (duas a cinco
projecdes) e superficie velar equivalendo a cerca de 1/10 do piso bucal (cerca de 1/5
ou 1/6). Quanto a Macrogenioglottus (Wassersug e Heyer, 1988), Proceratophrys se
destaca por possuir as papilas linguais de tamanhos similares (papilas linguais de
tamanhos diferentes em Macrogenioglottus). Além disso, Proceratophrys foi o Unico
género que apresentou a zona glandular dorsal interrompida medialmente (nos
outros dois géneros essa zona € continua medialmente), o que poderia fazer desse
carater um candidato a sinapomorfia do género.

Tanto a estrutura do condrocranio quanto da cavidade oral das larvas de
Proceratophrys analisadas aqui apresentaram um grau de Vvariabilidade
interespecifica importante, sendo fundamental o conhecimento dessas estruturas
nas demais espécies do género e a determinacdo dos estados destes caracteres em
futuros estudos filogenéticos. Alguns dos agrupamentos fenéticos propostos para o
género nao foram reconhecidos, corroborando em parte com hipéteses filogenéticas
baseada em dados moleculares (Amaro et al., 2009, Pyron e Wiens, 2011; Teixeira
Junior et al., 2012). Alguns caracteres mostraram-se Uteis na diagnose de algumas
espécies e outros, como a interrupcdo medial da zona glandular dorsal, podem ser

provaveis sinapomorfias do género.



Tabela 3 — Comparacéo de alguns caracteres da cavidade oral entre espécies de Proceratophrys.

117

Espécie Formato Presenca N°de N° de Formato da crista N° de Formato N° de N° de Formato  Entalhe
do teto de crista  papilas  papilas mediana projecdbes da BRA papilas papilas da BFA medial
bucal na arena pos- anterior das infralabiais  linguais
pré-nasal  nasais a crista papilas
mediana laterais a
crista
P. appendiculata® diamante sim 11 2* trapezoidal 4-5* coragéo 4 4 forma de nao
w
P. avelinoi’ circular sim 9-10* 2* trapezoidal ? circular 4 4 forma de nao
U
P. boiei® circular* ? ? ? trapezoidal 4-5* forma de 4 4 ovoide nao
U
P. cristiceps® triangular sim 4 ? semicircular 6-8* forma de 4 3 triangular nao*
U*
P. cristiceps® ovoide nao 7-8 2 trapezoidal 5-6 circular 4 4 forma de sim
U
P. cururu® ovlide sim 12 4-5 triangular/ 5-6 triangular 4 4 forma de néao
retangular U
P. moratoi® ovoide néao 8 ? semicircular 5-6 circular 4 6 forma de sim
U
P. renalis® circular sim 6 2-3 trapezoidal* 4* circular 2 6 forma de sim
U
P. schirchi® ovoide sim 10 3 trapezoidal/triangular 5-6 circular 4 4 triangular nao

% = Wassersug e Heyer (1988)
® = De Sa e Langone (2002)

° = Vieira et al. (2007)

4 = Nascimento et al. (2010)

¢ = presente estudo

* = caracteres inferidos a partir das ilustragBes, mas ndo citado no texto pelos autores
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4 CONDROCRANIO E CAVIDADE ORAL DO GIRINO DE Macrogenioglottus
alipioi (ANURA, ODONTOPHRYNIDAE) COM CONSIDERACOES SOBRE A
FILOGENIA DA FAMILIA BASEADA EM CARACTERES LARVAIS INTERNOS?

Resumo

O género monotipico Macrogenioglottus foi descrito para incluir a espécie M. alipioi,
baseado principalmente em caracteristicas de morfologia externa e esqueleto axial.
Durante décadas, o género foi foco de discussfes quanto ao seu posicionamento
sistematico. Porém, tanto dados morfolégicos de adultos como dados moleculares
sugerem que Macrogenioglottus forma um clado junto com Odontophrynus e
Proceratophrys. Estes sapos estdo atualmente alocados na familia Odontophrynidae
e sao tdo similares morfologicamente que Macrogenioglottus ja foi considerado
sindbnimo de Odontophrynus. A utilizagdo de caracteres de girinos em estudos
sisteméticos tem se revelado promissora. Desta forma, o objetivo do trabalho foi
descrever o condrocranio de M. alipioi, redescrever a cavidade oral para verificar a
existéncia de possiveis variagcbes intraespecificas e utilizar esses caracteres para
testar o monofiletismo da familia Odontophrynidae e de seus géneros. As larvas de
M. alipioi foram coletadas em Maceid, Alagoas. Para descricdo do condrocréanio, 12
girinos foram diafanizados e para a analise da cavidade oral, um girino foi dissecado
para andlise no microscépio eletrénico de varredura. Para a andlise cladistica, foram
levantados 47 caracteres (25 de condrocranio e 22 de cavidade oral) de M. alipioi e
mais 11 espécies da familia, sendo que 39 foram informativos. A andlise de Maxima
Parcimébnia foi conduzida utilizando buscas heuristicas e o0os suportes dos ramos
foram inferidos utilizando o indice de bremer e valores de bootstrap. O condrocranio
de M. alipioi mostrou algumas caracteristicas diferenciais das demais espécies da
familia como um comprimento médio maior, a cartilagem suprarrostral com os dois
corpos separados, o processus hyoquadrati formado por duas projecdes e a quarta
espicula separada das placas hipobranquiais. Ja a cavidade oral se diferenciou dos
demais membros da familia principalmente pelo niumero de projecdes das papilas
laterais a crista e pelo nimero médio de papilas na arena do teto bucal. Vinte e uma
arvores igualmente parcimoniosas sustentaram o monofiletismo da familia e do
género Proceratophrys com dois e trés sinapomorfias, respectivamente. Entretanto,
ndao houve resolucdo entre Odontophrynus e Macrogenioglottus. Torna-se
necessario ampliar os taxons terminais assim como o numero de caracteres para a

* Manuscrito a ser submetido ao periédico Amphibia-Reptilia
(instrugcbes aos autores em http://www.brill.com/files/brill.nl/specific/authors_instructions/AMRE.pdf)
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reconstrucdo de uma hipotese mais resolvida. Entretanto, a hipdtese gerada
corroborou as hipoteses filogenéticas propostas majoritariamente a partir de
caracteres moleculares, demonstrando a utilidade dos caracteres larvais internos
para reconstrucdes filogenéticas.

Palavras-chave: forma larval, anatomia cranial, anatomia oral, Macrogenioglottus,
Odontophrynus, Proceratoprys, analise filogenética.
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Abstract

Chondrocranium and larval oral cavity of Macrogenioglottus alipioi (Anura,
Odontophrynidae) with considerations of the family phylogeny based on larval
internal characters.

The monotypic genus Macrogenioglottus was described to include M. alipioi species
primarily based on characteristics of external morphology and axial skeleton. For
decades, the genus was focus of discussions about its systematic position. However,
both morphological data from adults as well as molecular data suggest that
Macrogenioglottus form a clade with Odontophrynus and Proceratophrys. These
frogs are currently allocated in the Family Odontophrynidae and they are so similar
morphologically that Macrogenioglottus was once considered synonymous of
Odontophrynus. The utilization of tadpole characters in systematic studies have
shown promising. Thus, the goals of this study were to redescribe the M. alipioi
chondrocranium, to describe its oral cavity to assess for possible intraspecific
variation and to use these characters to test the monophyly of the family
Odontophrynidae and its genera. Larvae of M. alipioi were collected in Maceid,
Alagoas. For chondrocranium description, 12 tadpoles were cleared and double-
stained and for the study of the oral cavity, one tadpole was dissected for analysis in
a scanning electron microscope. For the cladistic analysis, 47 characters (25 from
chondrocranium and 22 from oral cavity) were used from M. alipioi and 11 species of
the family, whereas 39 were informative. Maximum Parsimony analysis was
conducted using heuristic searches and branches support were inferred using the
bremer index and bootstrap value. The M. alipioi chondrocranium showed some
differential characteristics of the other species of the Family such as a total length
greater, suprarrostral cartilage with two separate bodies, the processus hyoquadrati
formed by two projections and a forth spicule separated from hypobranchial plate.
The oral cavity differs from other members of the Family mainly by the number of
projections of the lateral ridge papillae and the average number of papillae on the
buccal roof arena. Twenty-one equally parsimonious trees recovered both the
monophyly of the family as well as the genus Proceratophrys with two and three
synapomorphies respectively. However, there was no resolution between
Odontophrynus and Macrogenioglottus. It is necessary to increase the number of
terminal taxa, as well as the number of characters to reconstruct a better resolved
phylogenetic hypothesis. However, the hypothesis generated corroborated the
phylogenetic hypotheses proposed mainly from molecular characters, demonstrating
the usefulness of the internal larval characters for phylogenetic reconstructions.

Key-words: larval forms, cranial anatomy, oral anatomy, Macrogenioglottus,
Odontophrynus, Proceratoprys, phylogenetic analysis.
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4.1 Introducao

O género monotipico Macrogenioglottus foi descrito por Carvalho (1946)
para incluir a espécie M. alipioi, baseado em um conjunto de caracteristicas
diferenciais de morfologia externa, constituicdo da lingua, vértebra sacral e urdstilo.
Atualmente a espécie possui uma distribuicdo geogréfica restrita ao leste do Brasil,
desde o sul do estado de Sao Paulo até o norte do estado de Alagoas (Tiburcio et
al., 2008; Bourgeois, 2010). O género foi considerado por Carvalho (1946) como
similar a Odontophrynus e incorporado por ele na entdo familia Ceratophrynidae
(atualmente familia Ceratophryidae; sensu Pyron e Wiens, 2011). Durante décadas,
Macrogenioglottus foi foco de discussdes quanto ao seu posicionamento sistematico.
Reig (1972) estudou o esqueleto, a musculatura e o aparato hiolaringeal dessa
espécie e concluiu que ela seria mais similar aos bufonideos que aos ceratofrideos.
Porém, o autor entendeu que havia diferencas suficientes para inclui-la em uma
familia propria: Macrogenioglottidae, sendo a semelhangca com Odontophrynus
atribuida a convergéncia. Lynch (1971), por outro lado, considerou
Macrogenioglottus como sinénimo junior de Odontophrynus, classificando-o, junto
com Proceratophrys, na tribo Odontophrynini, subfamilia Telmatobiinae da familia
Leptodactylidae. Essa decisdo, porém, ndo foi acatada por Heyer (1975), que
concluiu que, apesar de alguns caracteres serem compartilhados exclusivamente por
Macrogenioglottus e Odontophrynus, essa relacdo poderia ser obscurecida se 0s
dois taxons fossem sinonimizados. Silva et al. (2003) estudou o cari6tipo da espécie
e considerou mais préximo ao membros da familia Leptodactylidae (sensu Lynch,
1971) do que da Bufonidae. Mais tarde, Frost et al. (2006), apesar de nao ter
examinado nenhum exemplar de Macrogenioglottus, reconheceram a similaridade da
espécie com Odontophrynus e Proceratophrys, sendo alocados na familia
Cycloramphidae junto com mais 11 espécies. Recentemente, Pyron e Wiens (2011)
encontraram um forte suporte molecular para o monofiletismo desses trés géneros,
decidindo eleva-los ao status de familia (Odontophrynidae). Esse e outros trabalhos
de filogenia molecular, apesar de nao incluirem todas as espécies alocadas em

Odontophrynus, apontaram Macrogenioglottus como seu taxon irméao.
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Caracteres larvais de anuros vém sendo utilizados para classificagdo em
varios niveis (Altig e McDiarmid, 1999 e referéncias ai citadas), sendo que aqueles
provenientes do condrocranio e da cavidade oral tém se mostrado Uteis como
ferramenta complementar tanto para diagnoses taxondémicas (e.g., De Sa e Hill,
1998; Provete et al., 2011; Ruggeri e Weber, 2012), quanto para a compreensao das
relacbes evolutivas dos anuros (e.g., Wassersug e Heyer, 1988; Haas, 1997, 2003;
Larson e De S4, 1998; Pugener et al., 2003; D’Heursel e Haddad, 2007).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho € (1) descrever o condrocranio
de M. alipioi, (2) redescrever a cavidade oral de sua larva a partir de uma localidade
distinta da de Wassersug e Heyer (1988) para verificar a existéncia de possiveis
variacdes intraespecificas e (3) utilizar esses caracteres larvais, juntamente com 0s
de mais 11 espécies de Odontophrynus e Proceratophrys, para reconstruir uma
hipotese filogenética visando testar o monofiletismo da familia Odontophrynidae e de

seus géneros.

4.2 Material e métodos

Os girinos de Macrogenioglottus alipioi foram coletados na Mata do Catolé, um
remanescente de Floresta Atlantica localizado em Macei0, estado de Alagoas, Brasil
(9°35'S, 35°49'0; DATUM WGS 84), em setembro de 2010, junho e julho de 2011 e
agosto de 2012 (licenca de coleta — IBAMA/RAN n° 24791-1 e 29044-1). A
identificacdo da espécie foi feita por comparacao direta com a amostra utilizada por
Lisboa et al. (2011) na redescricdo do girino. As larvas foram fixadas e conservadas
em formalina 10% (gradacdo comercial), estagiadas de acordo com a tabela de
Gosner (1960) e depositadas na Colecdo Herpetoldégica do Museu de Historia
Natural da Universidade Federal de Alagoas, Brasil (MUFAL 8432, 9059, 9344 e
10811; apéndice A).



129

4.2.1 Condrocranio

Para descricdo do condrocranio, 12 girinos entre os estagios 27 e 38 foram
submetidos ao processo de diafanizacdo segundo o protocolo adaptado de
Dingerkus e Uhler (1977; anexo A). llustragcfes foram realizadas com o auxilio de um
estereomicroscépio Leica MZ6 com uma camara clara acoplada e microfotografias
digitais foram tiradas com uma céamera Leica LAS EZ acoplada a um
estereomicroscopio Leica S8 APO. Medidas morfolégicas seguiram Alcalde e Rosset
(2003) e Alcalde et al. (2011) e foram feitas com o auxilio do programa ImageJ
1.45s. Adicionalmente foi incluida a medida do comprimento do processus
pseudopterygoideus (capitulo 2). A terminologia seguiu Cannatella (1999) e Larson e
De S& (1998).

4.2.2 Cavidade oral

Para a andlise da cavidade oral, um girino no estagio 36 foi dissecado
segundo a metodologia de Wassersug (1976) visando expor o teto e piso bucais.
Posteriormente a larva foi submetida ao procedimento quimico descrito por De Sa e
Langone (2002; anexo B) para ser analisada no microscépio eletrénico de varredura
(MEV) Hitachi S-2300 (em 15 e 20kV). A terminologia seguiu Wassersug (1976,
1980).

4.2.3 Analise filogenética

Para reconstrucdo filogenética foram utilizados 25 caracteres de
condrocranio (sendo 14 seguindo ou adaptado de Larson e De S&, 1998 e Miranda,
2009) e 22 caracteres de cavidade oral (sendo 12 seguindo ou adaptado de Prado,
2006 e Miranda, 2009) de M. alipioi e mais 11 espécies da familia Odontophrynidae:
Odontophrynus americanus, O. maisuma, O. carvalhoi, O. cultripes, (Wassersug e
Heyer, 1988; capitulo 2), Proceratophrys renalis, P. boiei, P. cristiceps, P. cururu, P.
moratoi e P. schirchi (Nascimento et al.,, 2010; capitulo 3). Os caracteres que
apresentaram variagdes individuais foram tratados como polimorfias e foram

incluidos dessa forma nas analises. Trés espécies foram escolhidas como grupos
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externos levando-se em consideracdo as hipoteses de Frost et al. (2006) e Pyron e
Wiens (2011) e a disponibilidade de condrocranios e cavidades orais descritos na
literatura: Limnomedusa macroglossa (Alcalde e Blotto, 2006), Hylodes ornatus
(Bilate et al., 2012) e Leptodactylus notoaktites (De Sa et al., 2007). A lista e a matriz
de caracteres séao apresentadas nos apéndices B e C, respectivamente. Todos os 47
caracteres tiveram pesos iguais e ndao foram ordenados. A analise de Maxima
Parcimoénia foi conduzida utilizando buscas heuristicas com o método de bisseccéo e
reconexao de ramos (branch swapping, tree bisection reconnection, TBR), retendo
100 arvores por réplica. O numero de arvores retidas em cada busca heuristica foi
ilimitado e todas as arvores igualmente parcimoniosas foram guardadas juntamente
com seus comprimentos, indices de consisténcia (sensu Kluge e Farris, 1969) e de
retencdo (sensu Farris, 1989). O consenso estrito, eliminando todos os casos de
contradigdo, foi utilizado para sumarizar os resultados dos cladogramas igualmente
parcimoniosos e 0 suporte dos ramos foi determinado através do Bootstrap
(Felsenstein, 1985) (utilizando 1000 pseudoreplicacbes) e do indice de Bremer
(Bremer, 1994). Todas as analises foram realizadas utilizando o programa PAUP*
versao 4.0 b.10 (Swofford, 2002), a excecao do indice de Bremer, que foi feito no
programa TNT 1.1 (Goloboff et al., 2003).

4.3 Resultados
4.3.1 Condrocranio

O condrocranio de Macrogenioglottus alipioi € grande (comprimento total
médio de 12,8 mm), tem formato ovoide em vistas dorsal e ventral, possuindo o
comprimento maior que a largura (largura/comprimento = 0,84) e aspecto
comprimido em vista lateral (altura/largura = 0,41), apresentando maior altura no
nivel das cornua trabeculae e maior largura na regido do palatoquadrado posterior
ao processus muscularis quadrati (Fig. 24). Medidas morfolégicas sdo apresentadas
na Tabela 4.
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Neurocranio — O bico cérneo superior € sustentado por uma cartilagem
suprarrostral formada por quatro elementos, dois corpos centrais e duas alas
laterais. Os dois corpos sdo segmentos retangulares de cartilagem separados
medialmente e com aspecto levemente curvado em vista dorsal (Figs. 24E e 25). Em
vista frontal, os dois corpos tém um aspecto de V. Cada corpo esta unido dorso e
ventrolateralmente a sua respectiva ala por meio de dois segmentos de cartilagem.
Cada ala tem formato plano, retangular, com a margem ventrolateral semicircular, se
curvando posteriormente a partir do ponto de jungdo com o corpo. Como resultado, a
suprarrostral se mostra como duas estruturas separadas e compactas. Um longo
processus posterior dorsalis emerge em cada margem da ala e se projeta
dorsolateralmente. Adicionalmente, um curto processus anterior dorsalis de formato
triangular se estende lateralmente logo apds a juncéo corpo-ala, servindo de ponto
de articulacdo das cornua trabeculae com a suprarrostral.

As cornua trabeculae sdo duas longas barras de cartilagem que se
estendem anteriormente a partir do planum trabeculare anticum, divergindo
distalmente em forma de V em vista dorsal. Sua metade anterior se flexiona em
direcéo ventral para se articular sindesmoticamente com a ala da suprarrostral. Em
vista dorsal as cornua tém aproximadamente 31,3% do comprimento total do
condrocranio, possuindo largura praticamente uniforme em toda sua extensdo. Sua
margem anterior possui as bordas internas circulares enquanto as externas Ssao
pontiagudas. Préximo a origem de cada cornua, ventrolateralmente, um processus
lateralis trabeculae emerge como um abaulamento, servindo de ponto de fixacdo do
ligamentum quadratoethmoidale.

Posteriormente, as cornua trabeculae se convergem medialmente no planun
trabeculare anticum, que € longo em M. alipioi. Esse, por sua vez, é continuo com o
planum ethmoidale, formando a parede anterior da caixa craniana (cavum crani). No
estagio 34, ja se encontra formado, dorsalmente ao planum ethmoidale, uma lamina
orbitonasalis, um foramen orbitonasalis e um septum nasi em forma triangular que
servira de diviséria entre as por¢des esquerda e direita do tectum nasi (que formara

o0 teto das capsulas nasais).
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O piso craniano é formado pelo planum intertrabeculare, formado por
extensdes laterais da trabeculae crani e anteriormente pelo planum trabeculare
anticum, que no estagio 34 j4 oclui completamente a fenestra basicranialis. Dois
pares de forames circulares de tamanhos similares ficam visiveis no piso craniano,
um anterior, foramen craniopalatina e outro posterior, foramen carotica primaria.

As paredes laterais da caixa craniana constituem as cartilagens orbitais, que
se estendem da parte posterior das cartilagens trabeculares até a porcéo anterior do
planum basale (parte posterior do condrocranio penetrado pela notocorda). E
constituida por trés regides: a primeira, mais anterior, € a chamada raiz preoptica e
se estende de sua insercdo nas trabéculas até a margem anterior do forame 6tico; a
segunda, bem mais estreita, € a pila metotica, situa-se entre os forames 6tico e
oculomotor e a terceira, a pila antotica, separa o forame oculomotor do forame
prodtico. Em espécimes mais jovens essas cartilagens sdo baixas e pouco
condrificadas. Geralmente ha trés forames que, em M. alipioi, sdo grandes e bem
visiveis: o forame Otico, mais anterior de todos; o forame oculomotor, localizado
posteroventralmente ao anterior e de tamanho pouco menor; ambos podem ter um
formato que varia de circular a ovéide; e o forame prodtico, que separa a capsula
Otica da cartilagem orbital, € o maior de todos e tem o formato de lua crescente,
delimitado dorsalmente pela taenia tecti marginalis; o quarto forame, o troclear, ndo
pbde ser identificado nos individuos analisados devido ao fato de a cartilagem orbital
ser pouco condrificada, principalmente na sua metade superior.

Uma fenestra frontopariental alongada, sendo mais larga posteriormente,
pode ser vista dorsalmente. Ela é delimitada anteriormente pelo planum ethmoidale,
lateralmente pela taenia tecti marginalis e posteriormente por um largo tectum
synoticum. Consegue-se observar o inicio do surgimento da taenia tecti medialis
como uma pequena projecdo de cartilagem na por¢cdo meédia do tectum synoticum.
N&o foi observada a presenca da taenia tecti transversalis nos estagios analisados.

As capsulas oOticas sao subquadrangulares (largura/comprimento = 0,97,
altura/largura = 0,97) e relativamente pequenas, correspondendo a cerca de 23% do
comprimento total do condrocranio. Sao confluentes ventromedialmente com o

planum basale, dorsomedialmente com o tectum synoticum e contactam
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anteriormente com a terminacdo posterior da taenia tecti marginalis. Uma bem
distinta crista larval parotica se sobressai horizontalmente na parede lateral de cada
capsula otica. Cada crista € formada anteriormente por um grande e triangular
processus anterolateralis e posteriormente por um menor e variavelmente distinto
processus posterolateralis. Uma fenestra ovalis coberta por membrana (equivalendo
a 8% do comprimento total do condrocranio) pode ser vista ventrolateralmente logo
abaixo da crista paratica.

Um par de arcus occipitalis se estende posteromedialmente as capsulas
Oticas a partir do planum basali, dando origem aos céndilos occipitais e formando a
margem medial e ventral do foramen jugulare (vistos lateral e ventralmente). Um
foramen perilymphaticum inferior (de tamanho pouco menor) pode ser visualizado na
regido ventromedial de cada capsula Otica, ao lado do foramen jugulare. Uma
invaginagao por onde penetra a notocorda, equivalendo a 16% do comprimento total
do condrocrénio, divide o planum basale ao longo de sua linha média.
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Figura 24 — Condrocranio de Macrogenioglottus alipioi (estagio 34; MUFAL 10811)
em vistas (A) dorsal, (B) ventral e (C) lateral, (D) aparato hiobranquial e (E)
cartilagem suprarrostral. Cb I-IV = ceratobranquial | a IV, ch = ceratohial, co =
cartilagem orbital, cop = cépula posterior, cqa = comissura quadratocranialis anterior,
cqo = comissura quadratoorbitalis, ct = cornua trabeculae, fah = facies articularis
hyalis, fcp = foramen caroticum primarium, fcrp = foramen craniumpalatinum, fj =
foramen jugulare, fo = foramen opticum, foc = foramen oculomotorium, fon = foramen
orbitonasalis, fov = fenestra ovalis, fpi = foramen perilymphaticum inferior, fpo =
foramen prooticum, hp = placas hipobranquiais, ic = cartilagem infrarrostral, Icp =
crista parotica larval, nc = canal da notocorda (continuagéo na proxima pagina).
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Tabela 4 — Medidas morfolégicas (em mm) do condrocranio de Macrogenioglottus
alipioi. Abreviacdes: CT = comprimento total, CCT = comprimento das cornua
trabeculae, CLCT = comprimento da porc¢éo livre das cornua trabeculae, LLCT =
largura da porcéo livre das cornua trabeculae, CCO = comprimento da capsula otica,
LCO = largura da capsula 6tica, ACO = altura da capsula 6tica, CPE = comprimento
do planum ethmoidale, LPE = largura do planum ethmoidale, LC = largura maxima
do condrocranio, AC = altura maxima do condrocranio, CPA = comprimento do
processus articularis, LPA = largura do processus articularis, CPP = comprimento do
processus pseudopterygoideus (média + desvio padrao).

Medidas Estagio 27 Estagio 28 Estagio 31 Estagio 34 Estagio 35 Estagio 38

(N=1) (N=2) (N=2) (N=5) (N=1) (N=1)

CT 11,3 11,6+0,4 12,1+2,3 13,4+1,3 12,3 14,5
CCT 3,7 3,8+0,1 3,7+0,8 4,2+0,5 3,8 4,3
CLCT 3,4 3,3+0,1 3,1+0,5 3,5+0,3 3,2 3,4
LLCT 0,7 0,7+0,0 0,7%0,2 0,8+0,1 0,7 0,8
CCO 2,9 2,7+0,3 2,8+0,4 2,9+0,5 3,1 3,5
LCO 2,5 2,7+0,2 2,6+0,3 2,9+0,3 2,7 3,2
ACO 2,2 2,5%0,5 2,610,4 2,8+0,4 2,5 3,6
CPE 1,2 1,4+0,3 1,8+0,3 1,4+0,3 1,8 1,8
LPE 1,6 1,6%0,1 1,6+0,2 1,7#0,1 1,7 1,7
LC 9,1 9,5+0,6 10,3+1,8 11,1+1,3 10,7 13,0
AC 3,7 3,7+0,0 4,0+0,8 4,6%0,7 4,0 5,7
CPA 1.3 1,4+0,3 1,5+0,4 1,7+0,3 1,4 15
LPA 1,6 1,8+0,2 1,8+0,5 2,0+0,2 1,8 2,0
CPP 0,9 1,0+0,0 1,0+0,2 1,0+0,1 1,1 1,2

Figura 24 (continuacdo) — oc = capsula otica, pa = par alaris, pab = processus
anterior branchialis, pad = processus anterior dorsalis, pah = processus anterior
hyalis, palh = processus anterolateralis hyalis, pag = pars articularis quadrati, pas =
processus ascendens, pc = par corporis, ph = processus hyalis, plh = processus
lateralis hyalis, plt = processus lateralis trabeculae, pm = processus muscularis, ppd
= processus posterior dorsalis, pph = processus posterior hyalis, ppp = processus
pseudopyterigoideus, pg = palatoquadrado, pge = processus quadratoethmoidale, pr
= pars reuniens, pu = processus urobranchialis, s I-ll = espiculas | a lll, sc =
cartilagem suprarrostral, s IV = espicula IV, ttm = taenia tecti marginalis.
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Componentes viscerais — Arco mandibular: o palatoquadrado é relativamente
estreito anteriormente, se expandindo em direcdo posterior, sua margem
posterolateral se curva levemente para cima até o ponto de contato com a cartilagem
orbital via processus ascendens. Sua curvatura posterior forma um angulo
levemente obtuso para se ligar a cartilagem orbital. O arcus subocularis possui o
contorno posterolateral e posteromedial circulares.

O palatoquadrado esta ligado ao neurocranio por duas estruturas: a
comissura quadradocranialis anterior e o processus ascendens. Anteriormente, a
comissura quadradocranialis anterior conecta o palatoquadrado ao neurocranio. Ela
constitui uma barra de cartilagem que se inicia na regido do palatoquadrado
imediatamente posterior a pars articularis quadrati e se estende dorsalmente até o
neurocranio proximo ao planum trabeculare anticum. Um processus
guadratoethmoidalis de formato triangular se estende dorsomedialmente na margem
anterior da comissura e serve como ponto de inser¢do do ligamentum
quadratoethmoidale. Além disso, um processus pseudopterygoideus afilado, com
comprimento equivalente a 9% do comprimento total, emerge da porc¢éo posterior da
comissura quadradocranialis anterior para dentro da fenestra subocularis, se
curvando medialmente. Na parte posterior, o palatoquadrado se conecta com o
neurocranio pelo processus ascendens, uma haste cilindrica de cartilagem que se
curva dorsomedialmente para se conectar na regido da pila antotica da cartilagem
orbital. Essa conexdo ocorre ventral ao forame oculomotor (condigéo tipo “baixa”,
sensu Sokol, 1981). Anteriormente o palatoquadrado ainda possui dois processos: a
pars articularis quadrati e o processus muscularis quadrati. A pars articularis quadrati
corresponde a extremidade anterior do palatoquadrado, é formado por uma larga
barra de cartilagem equivalendo a aproximadamente 17,8 % do comprimento total do
condrocranio, cuja margem serve como superficie de articulagdo com a cartilagem
de Meckel. O processus muscularis quadrati, localizado posterior a par articularis, é
um processo largo, de formato triangular, que se estende dorsalmente, a partir da
margem lateral do palatoquadrado, e entdo se curva medialmente para se unir ao
processus antorbitalis do planum ethmoidale via comissura quadratoorbitalis (curto

feixe de cartilagem). Imediatamente abaixo do processus muscularis se visualiza
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uma regido articular, a facies articularis hyalis, que se une sindesmoticamente ao
ceratohial e cuja parte anterior apresenta uma dilatagdo bem distinta, o processus
hyoquadrati. Em M. alipioi, esse processo €é formado por duas projecdes

triangulares, uma principal, maior, e outra menor, situada na base da margem

posterior da projecdo maior (Fig. 26).

Figura 25 — Detalhe da cartilagem suprarrostral de Macrogenioglottus alipioi (estagio
34; MUFAL 10811) em vista dorsal, evidenciando a separacdo medial dos dois
COrpos.
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Figura 26 — Detalhe do processus hioquadrati de (A) Macrogenioglottus alipioi
(estdgio 34; MUFAL 10811), (B) Odontophrynus carvalhoi (estagio 34; MUFAL
10717) e (C) Proceratophrys cristiceps (estagio 37; MUFAL 9823) em vista lateral,
evidenciando a projecao dupla na primeira espécie.

A maxila inferior é formada pelas cartilagens de Meckel juntamente com as
cartilagens infrarrostrais. A cartilagem de Meckel tem formato de V em vista dorsal.
Sua regido posterolateral se articula com a pars articularis quadrati através de um
distinto processus retroarticularis. Em vista lateral, a cartilagem de Meckel se
expande verticalmente para se articular com as cartilagens infrarrostrais através de
dois processos: dorsomedialis e ventromedialis. As cartilagens infrarrostrais
sustentam o bico c6rneo inferior. Sdo duas barras retangulares de cartilagem que se
articulam medialmente por uma sinfise, formando um V aberto em vista anterior.
Estdo situadas medial e ventralmente as cartilagens de Meckel e ventral as cornua
trabeculae. Sua margem posterolateral se articula entre os processus dorsomedialis
e ventromedialis da cartilagem de Meckel.

Aparato hiobranquial: os ceratohiais formam a base do piso da cavidade
oral, sdo planos medialmente, grandes e orientados perpendicularmente ao eixo

principal do condrocranio. Lateral e dorsalmente ha uma expansao condilar vertical,
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0 processus articularis, que se articula com a facies articularis hyalis do
palatoquadrado. Anteriormente, cada margem do ceratohial possui dois processos:
processus anterior hyalis e processus anterolateralis hyalis, o primeiro é um pouco
maior que o segundo e tem um formato triangular, sendo seu 4pice plano, o segundo
tem formato também triangular, mas com o 4pice acuminado e se inclinando
levemente em direcdo medial. Além desses, um terceiro processo, processus
lateralis hyalis (sensu Alcalde e Barg 2006) € mais discreto que os demais e pode
ser visualizado lateralmente ao processus articularis. Posteriormente, os ceratohiais
também possuem um bem desenvolvido processus posterior hyalis. Cada ceratohial
€ ligado medialmente a uma pars reuniens retangular e pouco condrificada.
Anteriormente, a pars reuniens, uma coépula anterior pode ser vista somente em
alguns individuos como um discreto filete de cartilagem. Posteriormente, a pars
reuniens € conectada a uma coOpula posterior em forma de sino de onde emerge um
curto processus urobranchialis. A copula posterior se conecta posteriormente as
placas hipobranquiais. Estas, por sua vez, sao laminas de cartilagem de forma
triangular que atua como suporte para as cestas branquiais. Sao articuladas entre si
medialmente e suas bordas posteriores divergem formando um U invertido. As
bordas anteriores das placas apresentam uma unido sincondrética com 0 processus
posterior hyalis.

As cestas branquiais sdo grandes e formadas por quatro ceratobranquiais
gue sdo unidos distalmente por uma comissura terminalis. O ceratobranquial | é
continuo proximalmente com as placas hipobranquiais e comporta anteriormente um
pequeno e triangular processus anterior branquialis medialmente inclinado. Os
ceratobraquiais I, Ill e IV s@o unidos as placas hipobranquiais por sicondrose. O
ceratobranquiais 1, Il e Il apresentam muitas projecdes ao longo de sua estrutura.
Os ceratobranquiais Il e lll ainda possuem, em sua margem proximal, pequenos
processos, maior no ceratobranquial Il, que se opdem mas ndo chegam a se fundir,
resultando em um processus branquialis “aberto”. Pequenas espiculas se projetam
dorsalmente dos ceratobranquiais I, 1l e Ill a partir de seu ponto de ligagdo com as
placas hipobranquiais. Aléem disso, uma pequena placa de cartilagem pode ser vista
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na margem proximal do ceratobranquial IV e ligada somente a este, parecendo uma
guarta espicula modificada.

Ossificacbes — O inicio da formacdo do parasfendide pode ser visto no
estagio 31 enquanto que no estagio 38 ja se vé, além desse, o frontopariental, o
exoccipital e o inicio dos prooéticos.

4.3.2 Cavidade oral

Teto bucal — O teto bucal (Fig. 27) tem formato ovdide, com o comprimento
quase o dobro da largura. A arena pré-nasal é subquadrangular. Uma crista de
formato aproximado de U invertido aparece a meio caminho entre o bico cérneo e as
narinas; dois grupos de pustulagcdes emergem no segmento transversal dessa crista
e duas a trés pustulacbes aparecem espacadamente em seus dois segmentos
longitudinais. Um par de papilas pré-nasais, localizado logo a frente das narinas e de
comprimento pouco maior que essas, emerge da parede lateral do teto; possui 0
formato conico com muitas pustulacbes emergindo de sua superficie. As narinas
internas podem ser vistas como uma fenda, dispostas em paralelo ao plano
transversal. No espécime analisado, a parede anterior da narina aparece quase toda
coberta pela aba da parede posterior, s6 sendo possivel visualizar seu inicio medial,
essa parece ser curta e com pustulagbes em sua margem; a parede posterior &
alongada, formando uma valva nasal, e a parte medial dessa aba se apresenta
como uma discreta saliéncia triangular, a projecdo da valvula nasal. A arena poés-
nasal € complexa, equivalendo a cerca da metade do comprimento da arena pré-
nasal. Nenhuma pustulacdo € vista nessa area. Quatro pares de papilas pés-nasais
sdo vistas equidistantes entre as narinas internas e a crista mediana, essas séo
alinhadas transversalmente, se projetam medialmente e apresentam pustulacdes em
sua superficie; ha uma variacdo decrescente em direcdo medial no tamanho dessas
papilas, sendo o par lateral 0 maior e o0 par medial 0 menor. A extremidade de um
par de papilas pode ser vista medianamente na arena pés-nasal, imediatamente
anterior a crista mediana. Uma crista mediana larga e em forma de aba semicircular
se projeta sobre a arena pos-nasal, sua margem anterior possui inumeras

pustulacbes que dao a esta um aspecto irregular, algumas outras pustulacdes, que
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se continuam na arena do teto bucal se projetam em sua face ventral. As papilas
laterais a crista mediana sdo elaboradas, localizadas anterolateralmente a crista e
sobre as papilas pos-nasais, sua base é larga e contém cinco a seis projecdes
secundarias digitiformes dando a essa estrutura uma forma de “mao”, que se
estende medialmente a partir das paredes laterais do teto; a margem anterior dessas
projecbes possuem inumeras pequenas pustulacdes. A arena do teto bucal (BRA)
tem formato ovoide, é delimitada anteriormente pela crista mediana, lateralmente por
10 papilas grandes e inclinadas em dire¢do ao centro da BRA e posteriormente por
duas papilas menores. Inimeras pustulacdes espalhadas uniformemente estao
presentes na BRA, algumas poucas alcancando posteriormente a area do velum
dorsal e a paredes laterais do teto. Um conjunto de duas ou trés papilas pequenas
pode ser visualizado em um dos lados da parede lateral do teto bucal, fora da BRA.
O velum dorsal € relativamente estreito e interrompido na linha mediana, com
papilas presentes em sua margem posteromedial. A zona glandular é bem evidente,
cobrindo mais da metade das partes laterais do velum dorsal e cerca da metade de
sua parte medial. As fossetas secretoras sdo densamente distribuidas, sendo as

mediais maiores que as laterais.
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Figura 27 — Microfotografia eletrbnica de varredura do teto bucal (A), detalhes da
crista da arena pré-nasal (B), arena pos-nasal (C), arena do teto bucal (D) e zona
glandular (E) de Macrogenioglottus alipioi (estagio 36; MUFAL 9059). Bra = arena do
teto bucal, brp = papilas do teto bucal, dv = velum dorsal, gz = zona glandular, mr =
crista mediana, mrp = papilas da crista mediana, na = narinas, pg = abertura
posteromedial, poa = arena pés-nasal, pop = papilas pds-nasais, pra = arena pré-
nasal, prp = papilas pré-nasais.
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Piso bucal — O piso bucal (Fig. 28) tem formato triangular, com comprimento
e largura equivalentes. Dois pares de papilas infralabiais de tamanhos similares
estdo presentes, sendo o primeiro par anteromedial e com algumas discretas
pustulacbes em sua superficie; o segundo par esta localizado posterolateralmente
ao primeiro, é formado por trés a quatro proje¢cdes secundarias digitiformes e
também possuem pustulacfes superficiais. Quatro papilas linguais, com algumas
pustulacbes em sua superficie, estdo alinhadas de modo a formar um semicirculo e
podem ser visualizadas sobre o primérdio lingual na regido anteromedial do piso
bucal. A arena do piso bucal (BFA) tem formato triangular, sédo rodeadas
lateralmente por 24-29 papilas grandes. Na BFA encontra-se cinco a seis papilas
maiores junto com igual numero de papilas menores. Algumas pustulacbes estéao
espalhadas na BFA entre essas papilas, em maior nimero posteriormente. As
bolsas bucais possuem formato de fenda (devido a qualidade do material ndo é
possivel afirmar se existem papilas pré-bolsais). A superficie velar equivale a 1/9 do
piso bucal com sua margem posterior apresentando nove al0 projecdes digitiformes,
em maior concentracdo na parte medial; um entalhe medial largo € Vvisto
medialmente no velum; fossetas secretoras sao visualizadas somente na borda do

velum e nas suas projecoes.
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Figura 28 — Microfotografia eletrdnica de varredura do piso bucal (A), detalhes das
papilas linguais (B) e fossetas secretoras (C) em uma das proje¢des do velum de
Macrogenioglottus alipioi (estagio 36; MUFAL 9059). Bfa = arena do piso bucal, bfp =
papilas do piso bucal, bp = fenda bucal, g = glote, ip = papilas infralabiais, Ip =
papilas linguais, mn = entalhe medial, vv = velum ventral.

4.3.3 Analise filogenética

Do total de 47 caracteres levantados, oito ndo foram informativos (caracteres
1, 2,10, 13, 17, 23, 36 e 40). A andlise de parcimbnia resultou em 21 cladogramas
igualmente parcimoniosos com 108 passos cada. O cladograma de consenso estrito
apresentou, excluindo os caracteres ndo informativos, indice de consisténcia (Cl) de
0,57 e indice de retencéo (RI) de 0,56 (Figs. 29 e 30).

Duas sinapomorfias, uma de condrocranio e uma de cavidade oral, foram
encontradas para a familia Odontophrynidae (carater.estado): largura das cornua
trabeculae representando menos que 30% de seu comprimento (8:1) e presenca de
papilas pré-nasais (27:1). Apesar de monofilética, os indices que sustentaram a
familia apresentaram baixos suportes (Bootsrap de 62 e indice de Bremer igual a 4).
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N&o houve resolucdo entre os géneros Macrogenioglottus e Odontophrynus. Entre
as espeécies de Odontophrynus, apenas o clado formado por O. americanus e O.
maisuma foi sustentado por uma sinapomorfia (presenca de duas ou trés projecoes
das papilas laterais a crista, 32:1) com bootstrap de 63 e indice de Bremer igual a 1.
O género Proceratophrys revelou ser monofilético (indice de Bremer = 5) suportado
por trés caracteres sinapomorficos: foramen opticum equivalendo a menos de 3% do
comprimento do condrocranio (14:1), grau de divergéncia das bordas posteriores das
placas hipobranquiais igual ou maior que 90° (24:1) e zona glandular dorsal
interrompida medialmente (37:1). Desses, s6 o carater 24 ndo foi homoplastico.
Dentro de Proceratophrys, observou-se um clado formado por P. schirchi, P. cururu,
P. cristiceps e P. moratoi (indice de Bremer = 5) sustentado por um carater ambiguo:
presenca de projecdes secundarias no par anteromedial de papilas infralabiais
(39:1). Dentro desse clado, por sua vez, P. cristiceps apareceu agrupado com P.
moratoi (indice de Bremer = 7), porém nenhum carater desse clado foi comum a

todas as arvores mais parcimoniosas.
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Figura 29 — Cladograma de consenso estrito resultante da andlise de Maxima
Parciménia utilizando 47 caracteres de condrocranio e cavidade oral (Cl = 0,57; Rl =
0,56). Acima dos nos é mostrado os valores de Bootstrap (valores abaixo de 50%
sdo omitidos) e abaixo, o indice de Bremer.
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Figura 30 — Cladograma de consenso estrito resultante da andlise de Maxima
Parcimonia utilizando 47 caracteres de condrocranio e cavidade oral. Acima dos nos
€ mostrado o cddigo do carater e abaixo, seu respectivo estado. Em vermelho,
sinapomorfias e autapomorfias e em preto, homoplasias.

4.4 Discusséao

4.4.1 Condrocranio

Na descricdo de Macrogeniolgottus, Carvalho (1946) ja havia sugerido que
esse género seria mais proximo a Odontophrynus, afirmacdo que foi depois
corroborada em estudos de osteologia, morfologia externa do girino, vocalizagéo e
cariétipo (Lynch, 1971; Heyer, 1975; Abravaya e Jackson, 1978; Silva et al., 2003).
Recentemente, estudos filogenéticos utilizando dados moleculares reforgcaram essa

assertiva, indicando Macrogenioglottus como grupo irmao de Odontophrynus e o
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clado formado por esses dois géneros, por sua vez, seriam grupo irméo de
Proceratophrys (Amaro et al., 2009; Pyron e Wiens, 2011; Teixeira Junior et al.,
2012), formando a familia Odontophrynidae (sensu Pyron e Wiens, 2011).
Condrocranios dessa familia sdo conhecidos para seis espécies de Odontophrynus
(Fabrezi e Vera, 1997; Haas, 2003; capitulo 2) e seis espécies de Proceratophrys
(capitulo 3), niumero equivalente a apenas 30% das espécies conhecidas. Em geral,
o condrocranio de Macrogenioglottus alipioi apresentou-se muito similar aos de
Odontophrynus e Proceratophrys, permitindo unir os trés géneros feneticamente pelo
seguinte conjunto de caracteres larvais: (1) cartilagem suprarrostral com unido
dorsolateral entre corpo e ala; (2) presenca do processus lateralis trabeculae; (3)
presenca de processus pseudopyterigoideus; (4) unido “tipo baixa” do processus
ascendens a cartilagem orbital; (5) presenca de uma comissura quadratoorbitalis; (6)
presenca de processus lateralis hialis; (7) processus branquialis “aberto”; e (8)
guarta espicula modificada na forma de uma pequena placa de cartilagem.

Apesar disso, o condrocranio de Macrogenioglottus alipioi mostrou algumas
caracteristicas unicas. O comprimento médio do condrocranio de Macrogenioglottus
(13 mm, estagios 27-38) foi maior que Odontophrynus (10 mm, estagios 28-38) e
quase o dobro que Proceratophrys (7 mm, estagios 26-37), refletindo o grande
tamanho do girino (Lisboa et al., 2011). A cartilagem suprarrostral possuiu os dois
corpos separados medianamente, formando duas pecas compactas, enquanto que
em Odontophrynus e Proceratophrys o padrdo geral apresentado € o da unido
ventromedial dos dois corpos. Fabrezi e Vera (1997), ndo obstante, encontraram os
dois corpos do suprarrostral de O. americanus separados, a mesma caracteristica foi
encontrada em um individuo de O. cultripes (capitulo 2), porém esses ultimos
autores sugeriram que isso se deveria a um provavel desvio da ontogenia normal,
uma vez que sO foi encontrada em um unico individuo de O. cultripes. Outra
hipotese é que, devido ao aspecto irregular da area (que ndo ocorre em M. alipioi),
possa ter ocorrido quebra do segmento de cartilagem que uniam os corpos durante
0 processo de preparacdo do material. Isso, entretanto, ndo se aplica a
Macrogenioglottus, uma vez que esse carater foi constante em todos os individuos

analisados.
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Macrogenioglottus apresentou o0 processus pseudopterigoideus mais
delgado que os outros dois géneros. Esse processo pode ocorrer em tamanhos
diversos em varios taxa (Haas, 1995; 2003) e sua funcao parece ainda ndo ser bem
conhecida. Outro caractere incomum visto em Macrogenioglottus foi o processus
hyoquadrati formado por duas projecdes. Essa estrutura fica localizada ventralmente
no palatoquadrado, logo abaixo do processus muscularis, e serve de ponto de
articulagdo com o processus articularis do ceratohial (Canatella, 1999), sendo
geralmente formado por uma projecdo Unica. Em Macrogenioglottus, a projecéo
secundaria é menor e localizada posteriormente a principal, provavelmente
reforcando o encaixe do processus articularis ao palatoquadrado, diferenciando do
padrdo de projecdo Unica encontrado em Odontophrynus e Proceratophrys (Fig. 26).

Todos os trés géneros também apresentaram em comum a presenca de
uma quarta espicula modificada na forma de uma pequena e polimérfica placa de
cartilagem, porém em Macrogenioglottus essa estrutura é separada das placas
hipobranquiais sendo unida somente ao ceratobranquial IV enquanto que nos outros
dois géneros ha uma ligacdo sicondrética entre esse elemento e a placas
hipobranquiais.

Estudos ecomorfoldgicos tem evidenciado que girinos com dieta microfagica
possuem as cestas branquiais mais desenvolvidas, chegando a ocupar mais de 70%
da area total do esqueleto hiobranquial, como ocorre em alguns microhilideos (Satel
e Wassersug, 1981; Vera Candioti, 2007), dando suporte ao denso aparato filtrador.
Apesar do girino de M. alipioi ndo ter as especializagdes encontradas nessas larvas,
seus grandes ceratobranquiais com muitas projecfes podem indicar uma maior

especializacdo alimentar que nas larvas de Odontophrynus e Proceratophrys.
4.4.2 Cavidade oral

A cavidade oral de Macrogenioglottus alipioi descrita aqui (estagio 36) difere
em alguns aspectos da descrita originalmente por Wassersug e Heyer (1988) a partir
de individuos do estado do Espirito Santo, Brasil (estagio 31; em parénteses): arena
pré-nasal com uma crista em formato de U invertido com algumas pustulacdes em

sua margem (arena pré-nasal com uma fileira transversal com oito pustulagdes), trés
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a quatro pares de papilas pos-nasais (seis pares), papilas laterais a crista formada
por cinco a seis projecdes digitiformes (formada por trés projecdes digitiformes),
cerca de 12 papilas circundando a BRA (cerca de 20 papilas), quatro papilas linguais
de tamanhos similares (quatro papilas linguais, sendo as laterais maiores que as
mediais). Lisboa et al. (2011), ao redescreverem a morfologia externa do girino de M.
alipioi a partir de individuos provenientes de Maceid, Alagoas (a mesma populacdo
utilizada aqui), também encontraram diferencas em relacdo a larva da espécie
descrita por Abravaya e Jackson (1978) para o Espirito Santo. Esse fato aponta para
a necessidade de se realizar uma revisdo taxonOmica do género, a partir de
amostras populacionais que englobem toda sua area de distribuicdo conhecida
(incluindo espécimes topotipicos), para que se possa entender melhor o significado
dessas diferencas.

Com relacdo aos demais géneros de Odontophrynidae, Macrogenioglottus
apresentou a cavidade oral muito semelhante a Odontophrynus (Wassersug e
Heyer, 1988; capitulo 2) se diferenciando por apresentar as papilas laterais a crista
formada por cinco a seis projecdes digitiformes (trés a quatro projecbes em
Odontophrynus) e a BRA com cerca de 12 papilas (24-34 papilas em
Odontophrynus). J& quanto a Proceratophrys (Wassersug e Heyer, 1988; De Sé& e
Langone, 2002; Vieira et al., 2007; Nascimento et al., 2010; capitulo 4),
Macrogenioglottus também se distingui pelo menor nimero médio de papilas na
BRA (12 contra 20-30 papilas), pelo velum dorsal relativamente mais estreito (mais
longo em Proceratophrys) e por apresentar uma zona glandular continua

(interrompida medialmente em Proceratophrys).
4.4.3 Analise filogenética

Os caracteres de condrocranio e cavidade oral das 11 espécies aqui
estudadas indicaram, ainda que com fraco suporte, o monofiletismo da familia
Odontophrynidae = composta  por  Macrogenioglottus, = Odontophrynus e
Proceratophrys, corroborando as hipbteses sugeridas utilizando caracteres
moleculares (Amaro et al., 2009; Pyron e Wiens, 2011; Teixeira Junior et al., 2012).

Frost et al. (2006) e Grant et al. (2006), também baseado em dados moleculares,
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igualmente recuperaram um clado formado por Odontophrynus e Proceratophrys.
Apesar desses trabalhos ndo terem amostrado Macrogenioglottus, para Frost et al.
(2006), isso nao seria uma grande limitacdo devido a evidéncias anteriores que ja
apontara a similaridade morfologica de Macrogenioglottus com Odontophrynus
(Lynch 1971; Heyer, 1975). Os dois caracteres que suportam o clado, largura das
cornua trabeculae representando menos que 30% de seu comprimento (revertido em
P. cururu, ver capitulo 3) e presenca de papilas pré-nasais, provavelmente ndo séo
exclusivos da familia, tendo surgido mais de uma vez nos anuros (e.g., Grosjean et
al., 2007; Alcalde et al., 2006; Vera Candioti, 2008).

Macrogenioglottus e Odontophrynus, inclusos em uma politomia,
apresentaram-se como grupo irmdo de Proceratophrys, também corroborando as
hip6teses moleculares supracitadas. Lynch (1971) chegou a sinonimizar
Macrogeniolottus a Odontophrynus baseado em similaridade geral (sobretudo
osteoldgica), decisdo que foi revertida posteriormente por Heyer (1975). A
similaridade desses dois taxons também ja foi evidenciada por dados de morfologia
larval externa e canto de anuncio (Abravaya e Jackson, 1978) e cari6tipo (Silva et
al., 2003).

Dentro de Odontophrynus, o Unico clado sustentado por um carater
sinapomorfico (a presenca de papilas laterais a crista formada por duas ou trés
projecées) inclui O. americanus e O. maisuma, corroborando desse modo o
morfogrupo (grupo de O. americanus) ja proposto por Savage e Cei (1965) baseado,
sobretudo, na presenca e tamanho das glandulas cutaneas. Nao houve resolucao
para as outras duas espécies, O. carvalhoi e O. cultripes, inclusas no grupo de O.
cultripes.

O género Proceratophrys apresentou-se como monofilético, possuindo trés
caracteres sinapomorficos, foramen opticum equivalendo a menos de 3% do
comprimento do condrocranio, grau de divergéncia das bordas posteriores das
placas hipobranquiais igual ou maior que 90° e zona glandular dorsal interrompida
medialmente. SO esse ultimo carater promoveu mudanca de estado ndo ambigua.
Essa regido, localizada na extremidade posterior do teto bucal, produz uma secrecéo

mucosa que serve para capturar as particulas alimentares e carrea-las para a area
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faringeal (Kenny, 1969). Uma zona glandular interrompida medialmente também foi
encontrada em outros tdxons néo relacionados, como Rhynophrynus sp., Microhyla
ornata, Leptobrachium yaoshanensis (= P. liui), ndo existindo uma relagéo clara
entre a forma e o tamanho dessa zona e a fungéo, ecologia e filogenia (Wassersug,
1980).

Proceratophrys moratoi, espécie originalmente alocada em Odontophrynus
(Jim e Caramaschi, 1980), foi transferida para Proceratophrys por Amaro et al.
(2009), baseado em analises moleculares de trés genes (16S, cyt b e Rag-1). O
presente estudo corroborou essa realocagéo, uma vez que P. moratoi apresentou-se
incluido em Proceratophrys tendo P. cristiceps como tdxon irm&o. Por outro lado,
devido & baixa resolucdo e o pouco numero de espécies de Proceratophrys
amostrado, ndo foi permitido estabelecer uma relagdo entre a topologia da arvore
com os dois atuais grupos de espécies nela representados (grupos de P.boiei e P.
cristiceps).

A baixa resolucdo da arvore aqui apresentada, com indices relativamente
altos de homoplasia, pode ser explicada, em parte, pelo baixo nimero de caracteres
e principalmente pelos poucos téxons utilizados. Evidéncias experimentais tém
mostrado que quanto maior a quantidade de tdxons amostrados mais precisa se
torna a estimativa filogenética (Zwickl e Hillis, 2002). Ainda assim, Haas (2003), ao
inferir a filogenia de 81 espécies de anuros e quatro de caudados utilizando
majoritariamente caracteres larvais, encontrou um alto indice de homoplasia com a
grande maioria das resolu¢cdes ocorrendo acima do nivel de género. Apesar do baixo
namero de caracteres utilizados e de taxons terminais incluidos, os caracteres de
condrocranio e cavidade oral utilizados corroboraram as hipéteses filogenéticas
propostas majoritariamente a partir de caracteres moleculares, demonstrando, desse

modo, a utilidade dos caracteres larvais internos para reconstrucoes filogenéticas.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo incluiu 11 das 41 espécies conhecidas da familia
Odontophrynidae. Apesar desta limitacdo, pode-se notar que os condrocranios e
cavidades orais dos trés géneros neotropicais Odontophrynus, Proceratophrys e
Macrogenioglottus variaram principalmente intergenericamente.

As espécies do género Odontophrynus apresentaram uma grande
similaridade morfolégica tanto de condrocranio como de cavidade oral. Alguns
caracteres (como o comprimento relativo do processus pseudopyterigoideus, a forma
da divergéncia das placas hipobranquiais, nimero de papilas pés-nasais e numero
de projecOes das papilas laterais a crista) corroboraram, em parte, a existéncia de
dois dos trés morfogrupos de espécies (grupos de O. americanus e O. cultripes)
enguanto outros caracteres variaram em niveis populacionais e até individuais.

Em Proceratophrys, por outro lado, alguns dos morfogrupos do género nao
foram sustentados (ex., grupo de P. cristiceps). Alguns caracteres mostraram-se
Uteis na diagnose de algumas espécies (como em P. cururu) e outros (como a
interrupcdo medial da zona glandular dorsal) foram apontados como provaveis
sinapomorfias do género.

O género Macrogenioglottus apresentou alguns caracteres exclusivos, como
0 comprimento total do condrocranio bem maior, os corpos da cartilagem
suprarrostral separados medialmente, o processus hioquadrati formado por duas
projecées e a quarta espicula ndo ligada ao hipobranquiais. Adicionalmente, foram
encontrada diferencas na cavidade oral dos espécimes de Alagoas e do Espirito
Santo, o que poderia indicar a existéncia de mais de um tdxon sob o nome de M.
alipioi.

Apesar do numero limitado de caracteres e terminais, a hipotese filogenética
agui proposta com caracteres larvais internos apresentou (a0 menos ao nivel de
familia e género) resultados consistentes com as hipoteses filogenéticas préevias

baseadas majoritariamente em dados moleculares.
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O presente estudo reforcou resultados de trabalhos anteriores quanto a
utilizacdo de caracteres larvais internos para o0 entendimento das relacbes

filogenéticas dos anuros.
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APENDICE A — Espécimes examinados e dados de coleta.

Espécie NUmero Estagio Localidade Procedéncia NUmero
de de voucher
individuos  Gosner
Macrogenioglottus 13 27, 28, Maceid, Museu de Histéria MUFAL 8432,
alipioi 31, 34, Alagoas, Brasil Natural, 9059, 9344 e
35, 36, Universidade 10811
38 Federal de
Alagoas, Maceio
Odontophrynus 31 Sao Sepé, Rio Universidade CFBH 13136
americanus Grande do Sul, Estadual Paulista
Brasil — Rio Claro, Séo
Paulo
O. americanus 35 Vargem Bonita, Universidade DZSJRP
Santa Catarina, Estadual Paulista L1555-3,
Brasil — Sao José do Rio L1806-2
Preto, Sao Paulo
O. americanus 38, 39 Establecimiento  Museo Nacional MNHN 7395
“Los abuelos”, de Historia
Rivera, Uruguai Natural,
Montevideo
O. carvalhoi 34, 35, Senhor do Museu de Histéria MUFAL 9821
38 Bonfim, Bahia, Natural,
Brasil Universidade
Federal de
Alagoas, Macei6
O. carvalhoi 29, 31, Triunfo, Museu de Historia MUFAL
33,34 Pernambuco, Natural, 10717
Brasil Universidade
Federal de
Alagoas, Macei6
O. cultripes 28, 31, Belo Horizonte, Museu de Histéria MUFAL
37,38 Minas Gerais, Natural, 10593
Brasil Universidade
Federal de
Alagoas, Macei6
O. maisuma 35, 38 Laguna Negra, Museo Nacional MNHN 7429
Rocha, Uruguai de Historia
Natural,
Montevideo
Proceratophrys 31, 36 Camanducaia, Museu de Histéria MUFAL 7743
boiei Minas Gerais, Natural,
Brasil Universidade
Federal de

Alagoas, Macei6

Continua...



175

Espécie NUumero Estagio Localidade Procedéncia Numero
de de voucher
individuos  Gosner
P. boiei 1 36 Séao José dos Universidade DZSJRP
Pinhais, Estadual Paulista — L998-5
Paran4, Brasil S&o José do Rio
Preto, Sao Paulo
P. boiei 5 36, 37 Rancho Museu de Hist6ria MUFAL
Queimado, Natural, 10591
Minas Gerais, Universidade
Brasil Federal de Alagoas,
Macei6
P. cristiceps 4 35, 36, Morro do Museu de Histoéria MUFAL 9823
37 Chapéu, Natural,
Bahia, Brasil Universidade
Federal de Alagoas,
Macei6
P. cururu 3 34, 36, S&o Gongalo Museu de Historia MUFAL
37 do Rio Preto, Natural, 10587
Minas Gerais, Universidade
Brasil Federal de Alagoas,
Macei6
P. cururu 2 27, 29 Santana do Museu de Historia MUFAL
Riacho, Minas Natural, 10589
Gerais, Brasil Universidade
Federal de Alagoas,
Macei6
P. moratoi 6 26, 28, Botucatu, Sao Universidade DZSJRP L15
29, 35, Paulo, Brasil Estadual Paulista —
36, 37 Séao José do Rio
Preto, Sao Paulo
P. renalis 5 29, 31, Maceio, Museu de Historia MUFAL 7503
32,33 Alagoas, Natural,
Brasil Universidade
Federal de Alagoas,
Macei6
P. renalis 5 33,34 Igrapilna, Museu de Historia MUFAL 9822
Bahia, Brasil Natural,
Universidade
Federal de Alagoas,
Macei6
P. schirchi 4 25, 26 Igrapitna, Museu de Histéria MUFAL 9824
Bahia, Brasil Natural,
Universidade
Federal de Alagoas,
Macei6
P. schirchi 3 36, 37, Minas Gerais, Museu de Ciéncias MCNAM 6174
38 Brasil Naturais da.
Pontificia

Universidade
Catodlica de Minas
Gerais, Belo
Horizonte
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APENDICE B — Lista dos 47 caracteres de condrocranio e cavidade oral usados para
analise filogenética de Macrogenioglottus, Odontophrynus spp. e Proceratophrys

Spp.

1. Fusao ventromedial do corpo da suprarrostral (Larson e De Sa, 1998):

(0) fusionado;

(1) nao fusionado.

2. Fuséao dorsomedial do corpo da suprrarostral:

(0) ndo fusionado;

(1) fusionado.

3. Fuséo dorsal entre corpo e ala da suprrarostral (Larson e De Sa, 1998):

(0) ndo fusionado;

(1) fusionado.

4. Fusao ventral entre corpo e ala da suprrarostral:

(0) néo fusionado;

(1) fusionado.

5. Processus anterior dorsalis:

(0) ausente;

(1) presente.

6. Largura do condrocranio em relagdo comprimento (adaptado de Larson e De Sa, 1998):

(0) igual ou maior que 85%;

(1) menor que 85%.

7. Comprimento da porc¢éo livre das cornua trabeculae em relagdo ao comprimento do condrocranio
(adaptado de Larson e De S4, 1998):

(0) menor que 20%;

(1) igual ou maior que 20%.

8. Largura das cornua trabeculae em relacdo ao comprimento da porgéo livre da cornua trabeculae:

(0) maior ou igual a 30%;

(1) menor que 30%.

9. Largura da divergéncia das cornua trabeculae em relacdo a largura do condrocranio (adaptado
de Miranda, 2009):

(0) menor que 20%;

(1) igual ou maior a 20%.

10.Processus lateralis trabeculae (adaptado de Miranda, 2009):

(0) ausente;

(1) presente.

Continua...



177

11.Comprimento das capsulas éticas em relacao ao condrocranio (adaptado de Larson e De S4,
1998):

(0) igual ou maior que 25%;

(1) menor que 25%.

12.Processus posterolateralis da crista parética (Larson e De Sa, 1998):

(0) proeminente;

(1) discreto.

13.Projecao do processus hyoquadrati:

(0) Unica;

(1) dupla.

14.Tamanho dos foramens opticum em rela¢do ao comprimento do condrocranio:

(0) igual ou maior a 3%,;

(1) menor que 3%.

15.Ligacdo do processus ascendens & cartilagem orbital (adaptado de Larson e De Sa, 1998):

(0) intermedidaria;

(1) baixa.

16.Processus pseudopyterigoideus:

(0) ausente;

(1) presente.

17.Comissura quadratoorbitalis (Larson e De S4a, 1998):

(0) ausente;

(1) presente.

18.Extensao posterior do palatoquadrado (adaptado de Larson e De S4, 1998):

(0) no nivel de ligacdo do processus ascendens ao neurocranio;

(1) se estende alem do nivel de ligagao do processus ascendens ao neurocranio.

19.Comprimento da cépula posterior em relagdo a pars reuniens (Miranda, 2009):

(0) menor

(1) mesmo comprimento

(2) maior

20.Largura da cépula posterior em relacdo a pars reuniens (Miranda, 2009):

(0) mais estreita

(1) mesma largura;

(2) mais larga.

21.Tectum parientale.

(0) ausente;

(1) presente.

Continua...
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22.Formato da extremidade do processus anterior hyalis:

(0) triangular;

(1) quandrangular.

23.Processus branchialis (Larson e De S4a, 1998):

(0) fechado;

(1) aberto.

24.Divergéncia das bordas posteriores das placas hipobranquiais:
(0) menor que 90°;

(1) igual ou maior que 90°.

25.Quarta espicula mais desenvolvida, no formato de uma placa de cartilagem:
(0) ausente;

(1) presente.

26.Tipo de projecdes da arena pré-nasal:

(0) pustulagoes;

(1) crista.

27. Papilas pré-nasais (Miranda, 2009):

(0) ausente;

(1) presente.

28.Projecao da valvula nasal:

(0) ausente;

(1) presente.

29.Quantidade de papilas pds-nasais (por lado) (adaptado de Miranda, 2009):
(0) uma;

(1) trés;

(2) quatro;

(3) cinco.

30.Formato da crista mediana (adaptado de Miranda, 2009):
(0) sem forma definida;

(1) semicircular;

(2) retangular;

(3) triangular;

(4) trapezoidal,

31. Margem da crista mediana (adaptado de Miranda, 2009):
(0) recortadal/irregular;

(1) com pustulacdes ou serrilhada;

(2) com papilas.

Continua...
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32.Numero de projecdes das papilas laterais a crista:

(0) nenhuma;

(1) duas ou trés;

(2) quatro ou mais.

33. Quantidade de papilas circundando a arena do teto bucal (adaptado de Miranda, 2009):

(0) até 10 papilas;

(1) entre 11 e 20 papilas;

(2) acima de 20 papilas.

34. Extenséo do velum dorsal (adaptado de Miranda, 2009):

(0) longo;

(1) curto.

35. Quantidade de projecdes da margem posterior do velum dorsal, de cada lado da interrup¢éo
medial (adaptado de Miranda, 2009):

(0) igual ou menor a cinco;

(1) maior que cinco.

36. Zona glandular dorsal:

(0) ocupando metade ou mais da metade da superficie velar;

(1) ocupando menos da metade da superficie velar.

37.Interrupcdo medial da zona glandular dorsal:

(0) ausente;

(1) presente.

38.Par anteromedial de papilas infralabiais:

(0) presente;

(1) ausente.

39.Projec¢bes secundérias no par anteromedial de papilas infralabiais:

(0) ausente;

(1) presente.

40.Par posterolateral de papilas infralabiais:

(0) ausente;

(1) presente.

41.ProjegOes secundarias no par posterolateral de papilas infralabiais:

(0) ausente;

(1) presente.

Continua...
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42.Numero de papilas linguais (adaptado de Prado, 2006):

(0) duas;

(1) trés;

(2) quatro;

(3) seis.

43.Arranjo das papilas linguais:

(0) em fileira transversal;

(1) em semicirculo.

44.Quantidade de papilas circundando a arena do piso bucal (adaptado de Miranda, 2009):
(0) até 15 papilas;

(1) de 16 a 30 papilas;

(2) acima de 30 papilas.

45.Zona glandular ventral (Miranda, 2009):

(0) ausente ou pouco desenvolvida, apenas nas projecdes velares;
(1) presente nas projecdes e na borda posterior do velum.
46.ProjecBes na margem posterior do velum ventral (adaptado de Prado, 2006):
(0) ausentes;

(1) presentes.

47.Entalhe medial do velum ventral (adaptado de Miranda, 2009):
(0) ausente;

(1) presente.
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APENDICE C — Matriz com os estados dos 47 caracteres de condrocranio e cavidade oral encontrados em Macrogenioglottus,
Odontophrynus spp., Proceratophrys spp. e nos grupos externos.

Taxa 123456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Leptodactylus notoaktites oo0100010O01 0 O O O O OT1T90 1 1 001 0o
Hylodes ornatus ?000010O0O0O O 0 0O 11 1 0 0 1 2 2 0 0 0 0o
Limnomedusamacroglossa 0 0 0 0 1 0 0 0OO0 1 O 1 O O O 1 1. 1 0 2 O O 1 o0 1
Odontophrynusamericanus 0 0 1 0 1 0 121 1 o0 0O O O 1 1 12 1 0 O ? O 1 o0 1
Odontophrynus maisuma oo0101012201 0 0 0 0 1 1 1 1 2 0 1 01 1 12
Odontophrynus carvalhoi oo0101021221201 0 0 0 01 1 1 1 2 1 1 0 1 0 1
Odontophrynus cultripes oo010101221201 0 0 0 1 1 1 1 1 2 2 1 01 0 1
Macrogenioglottus alipioi 102121111101 1 0 1 01 1 1 0 2 O O 1 1 0 1
Proceratophrys renalis oo010101221201 0 0 0 1 1 1 1 0 2 0 O0 1 1 1 12
Proceratophrys boiei oo01010121212121 0 0 0 1 1 1 1 0 2 00 2?2 1 1 1
Proceratophrys moratoi oo0o10212111211 0 1 01 1 1 1 0 0 2 0 O0 1 1 1
Proceratophrys cururu 0110111200111 1 0 1 1 1 1 0 2 2 0 1 1 1 1
Proceratophrys cristiceps oo010117121211 0 0 0 1 1 1 1 0 2 2 0 O0 1 1 1
Proceratophrys schirchi oo0111127121201 011 0 1 11 1 0 2 1 0 1 1 1 72

Continua...
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Taxa

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47
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Proceratophrys renalis
Proceratophrys boiei
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ANEXOS
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ANEXO A - Protocolo de diafanizacéo (adaptado de Dingerkus e Uhler, 1977).

Os espécimes ja devem estar fixados em formalina 10% por alguns dias.

1. Remova cuidadosamente a pele, os globos oculares e as visceras.

2. Cologue os espécimes diretamente em uma mistura de 10mg de Azul de
Alcian 8GN, 80ml de etanol 95% e 20ml de acido acético glacial por 24 a 48
horas ou até as cartilagens aparecerem tingidas de azul.

Observacéao: deve ser feita uma nova solucao (fresca) toda vez que perceber
gue se esta levando mais tempo que o sugerido para as cartilagens ficarem
tingidas.

3. Transfira os espécimes para uma série de banhos de alcool nas seguintes
concentragdes: 95%, 70%, 40% e 15% por um minimo de trés horas em cada
solucdo ou até que os espécimes afundem.

4. Coloque em &gua destilada por um minimo de trés horas ou até que os
espécimes afundem.

5. Coloque os espécimes em uma solucdo enzimatica contendo 30ml de borato
de sdédio aquoso, 70ml de agua destilada e 0,59 de pancreatina. As
propriedades dessa solucao duram dois ou trés dias. ApGs esse tempo, deve
ser preparada novamente. Essa etapa dura geralmente dois ou trés dias,
porém, espécimes maiores podem levar mais tempo.

Observacao: é extremamente importante ficar atento a essa etapa (observe
no minimo duas vezes ao dia) uma vez que a acao enzimatica prolongada
poderd inutilizar os espécimes.

6. Uma vez retirado da pancreatina, os espécimes devem ser banhados
brevemente em &gua destilada (cinco minutos € suficiente) e, entéo,
transferidos para uma solucdo aquosa de KOH 2% e Vermelho de Alizarina. A
quantidade de Vermelho de Alizarina deve ser suficiente para deixar a
solugcdo com aspecto vermelho escuro. Os espécimes devem ser retirados
guando os 0ssos aparecerem claramente tingidos de vermelho. Essa etapa
dura cerca de 24 horas e deve-se ter cuidado, uma vez que 0s espécimes
podem ser destruidos por acdo do KOH se permanecerem por longo tempo.

7. Essa etapa podera ser feita ou ndo. Se, apOs a retirada da solugdo de
Vermelho de Alizarina, os espécimes contiverem pigmentos escuros sobre ou
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na musculatura que possam interferir na visualizagdo do esqueleto, deve-se
coloca-los em uma solucdo de KOH 2% e H,0O, a fim de descolorir esses
pigmentos. Os espécimes devem permanecer na solucado até os pigmentos
desaparecerem ou, pelo menos, o esqueleto se tornar claramente visivel.
Novamente, essa etapa deve ser acompanhada com atencdo devido a acao
do KOH e ao fato de que espécimes deixados mergulhados em peréxido de
hidrogénio por muito tempo tendem a acumular bolhas de gas nos musculos,
tornando dificultosa a visualizagdo das estruturas. Se ndo existe nenhum
pigmento proceda a etapa 8.

Transfira os espécimes para uma série de banhos de KOH 2% - glicerina na
seguinte ordem de concentragbes: % KOH — % glicerina, Y2 KOH - %
glicerina, ¥4 KOH — 3% glicerina e finalmente glicerina pura. O tempo de
permanéncia em cada uma dessas solucdes € de cerca de 12 horas ou até
que os espécimes afundem. Se necessario, adicione duas ou trés gotas de
H,O, nos dois primeiros compartimentos de KOH-glicerina para completar o
clareamento.

Apos a retirada do banho de glicerina final, os espécimes devem ser
armazenados em pequenos frascos com glicerina pura com uns poucos
cristais de timol. O timol inibe o crescimento de fungos e bactérias.
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ANEXO B - Protocolo de preparacéo quimica de amostras para analise do
Microscopio Eletrdnico de Varredura (segundo De Sa e Langone, 2002).

. Lave a amostra ultrasonicamente por 15 minutos.

. Fixe em uma solucdo de glutaraldeido 3-4% por duas horas em temperatura
ambiente.

. Aplique trés banhos de tampéao-fosfato 0,1M, 15 minutos cada.

. P0s fixe em solucéo de tetréxido de 6smio 1% por duas horas.

. Repita os trés banhos de tamp&o-fosfato 0,1M, 15 minutos cada.

. Desidrate a amostra com banhos seguidos com as seguintes concentragdes
de alcool: 35%, 50%, 70%, 80%, 95% e trés banhos de alcool 100%, por 15
minutos cada.

. Submeta a amostra a secagem ao ponto critico em CO».

. Cubra com ouro/paladio até 22 nanémetros de espessura em aparelho tipo
sputtering.

. Analise no Microscépio Eletrdnico de Varredura.



