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Corpus orbiculare verrucofum, fordidum, tetrum; caput antice obtufum, rotundatum, fupra gibbum, dorfum
rectum, at latera tumido-inflata; pedes breves: hinc faltus exiguus, amplexatio femellae in coitu imperfecta;
urethra jaculatoria. Ova in taeniam longiffiman connexa. Vita nocturna; lucem, folemque perofae latent de
die in humidis obicuris; fi protrahuntur, pupilla anguftata in riman. At noctu vagantur, praedae (maxime

phalaenis) inhiantes. Hine differunt ab affinibus; uti flrix a falcone, caprimulgusab hirundine, phalaena a
papilione.

Laurenti (1768)
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meridional do continente Sul-americano. *Rhinella granulosa presente em todas as localidades................
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RESUMO:

O presente trabalho versa sobre a sistematica e biogeografia das espécies do grupo Rhinella marina (Linnacus,
1758). O projeto de tese foi dividido em trés capitulos. O primeiro capitulo apresenta a descricdo de duas
novas espécies do grupo de estudo com ocorréncia na regido central do Brasil e aborda discussdes acerca
de sua taxonomia. O segundo capitulo aborda as relagdes de parentesco (filogenia) das espécies do grupo R.
marina utilizando a evidéncia total (caracteres de secre¢do cutdnea, moleculares ¢ morfoldgicos) e métodos
cladisticos (parcimonia ¢ analise Bayesiana). Uma analise sobre variagdo populacional, individual, sazonal e
sexual demonstrou néo haver alto grau de polimorfismos nos caracteres de secrecdo cutinea para a filogenia
do grupo em estudo. Os caracteres forneceram uma boa quantidade de informag@o para a resolucdo das
relagdes de parentesco e o grupo interno foi considerado monofilético. Foram feitas varias discussdes acerca
da contribui¢do de cada grupo de caracter (particdo) para a filogenia do grupo de sapos de estudo. Parece
haver certa incongruéncia nos sinais filogenéticos fornecidos por cada um dos grupos de caracteres. Analise
de datacdo molecular utilizando-se o relégio molecular relaxado e calibragdo por fésseis indica que o grupo R.
marina ¢ bem recente, sendo que seu ancestral originou-se hé cerca de 8,5 milhdes de anos, no final do Mioceno
irradiando até o Quaternario. Uma combinagdo de fatores geoldgicos, climaticos e requerimentos fisioldgicos
podem explicar a presente distribuicdo das espécies (cenario biogeografico) do grupo no tempo e espago.
Analises de areas ancestrais indicam que o grupo de estudo teria se originado no escudo central brasileiro e,

posteriormente irradiado para outras areas do Neotropico, principalmente por padrdes de dispersdo.



ABSTRACT:

This research aims the study of systematics and biogeography of the species in Rhinella marina group (Linnaeus,
1758). The present dissertation was structured in three chapters. The first chapter presents the description of
two new species, throughout central Brazil, and also focuses discussions about the taxonomy of the group.
The second chapter investigated relationships (phylogeny) of the species in R. marina group using the total
evidence (cutaneous secretions, molecular, and morphological characters), and cladistic methods (maximum
parsimony and Bayesian analysis). An analysis of populational, individual, seasonal, and sexual variation
proved that the cutaneous secretions characters seem not to have polymorphisms among the species studied.
The characters provided a good number of information to resolve the relationships of the ingroup species,
considered monophyletic. Discussions related to the contribution to phylogeny of each dataset (partition)
were carried out. There is some incongruence among the characters sampled (cutaneous secretions, molecular,
and morphological characters). Analyses of times of divergences using relaxed molecular clock, and fossils
calibration indicate that the R. marina group is recent, and that it’s most recent ancestral originated about 8.5
million years, in Miocene irradiating until the Quaternary. A combination of factors involving geological,
climatic, and physiological requirements could explain the present time species distribution (biogeographic
scenario) in time and space. Ancestral analyses also indicate that the R. marina group originated in Brazilian

central shield and, lately irradiated to other neotropic areas, mainly by dispersion.
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SISTEMATICA E BIOGEOGRAFIA DO GRUPO Rhinella marina (LINNAEUS,
1758) (ANURA: BUFONIDAE)

INTRODUCAO
Consideracdes Gerais

ATE RECENTEMENTE, o género Bufo Laurenti, 1768 era considerado um grande
agrupamento de espécies ndo monofilético (Graybeal e Cannatella, 1995; Pauly et al., 2004;
Pramuk, 2006; Frost et al., 2006). Bufo, até entao, era composto por mais de 250 espécies
(Frost, 2004) distribuidas por todos os continentes, com excecdo do Artico, Antartico,
Madagascar, Nova Guiné, Australia e ilhas ocednicas. Algumas espécies, como o até entdo
Bufo marinus, agora Rhinella marina (sensu Pramuk et al., 2008), foram introduzidas em
diversos lugares do mundo (Zug e Zug, 1979; Easteal, 1981; Easteal, 1988; Slade e Moritz,
1998; Frost et al., 2006; Lever, 2001).

Até 2006, mais da metade das espécies de Bufonidae estava alocada no género Bufo,
agrupada em 40 grupos fenéticos (Frost, 2004). Sua distribui¢do geografica ¢ maior do que
qualquer género de anfibio e uma das maiores entre os vertebrados. Por essa ampla distribui¢ao
e historias de vida variadas, esses sapos sdo interessantes para trabalhos de historia evolutiva
e biogeografia (Pramuk et al., 2001). Para simplificagdo, nesta tese, quando citado “Bufo”
ou “B.” (Bufo ou B. entre aspas) ¢ para se referir a este nome como um agrupamento nao-
monofilético, antes dos trabalhos de Frost ez al. (2006), Chaparro et al. (2007) e Pramuk et
al. (2008). A sistematica das espécies de “Bufo”, até pouco tempo, era pouco compreendida,
particularmente por esse género possuir caracteres morfologicos conservados e por sua ampla
distribuicdo. No entanto, diversos trabalhos recentes vém contribuindo para o conhecimento
sobre sistematica e biogeografia de Bufonidae (Pauly ef al., 2004; Frost et al., 2006; Pramuk,
2006; Pramuk et al., 2008). De acordo com Graybeal (1997) e Graybeal e Cannatella (1995),
parece mesmo nao existirem sinapomorfias suportando o género “Bufo”.

Blair e colaboradores (1972a) em “Evolution in the Genus Bufo”, definiram o que
chamaram de linhagens de “cranios largos e de cranios estreitos”, baseados na largura do

osso frontoparietal. Cei (1972) usou essa mesma caracteristica de cranio reconhecendo duas



linhas principais de irradiagdo de “Bufo” na América do Sul, delimitadas pela cordilheira
dos Andes. Os sapos de “cranio largo” estdo representados pelos grupos “B”. marinus, “B”.
crucifer, “B”. granulosus, B”. margaritifer e “B”. guttatus e os sapos de “cranio estreito”,
representados pelos grupos “B”. spinulosus e “B”. veraguensis. Em sua filogenia de espécies
de bufonideos sul-americanos, Pramuk (2004, 2006) argumenta que os caracteres de cranio
podem ser altamente convergentes em “Bufo”, o que poderia ter favorecido os grandes
problemas na sistematica deste grupo de sapos.

De acordo com Duellman e Schulte (1992), das 51 espécies reconhecidas até entdo
na América do Sul, 45 estariam alocadas em oito grupos feneticamente definidos: “B”.
veraguensis, “B”. valliceps, “B”. typhonius (=“B”. margaritifer), “B”. spinulosus, “B”.
marinus, “B”. guttatus, “B”. granulosus e “B”. crucifer. Pramuk (2004, 2006) também
considera oito grupos fenéticos, mas com uma visdo de agrupamento de tdxons naturais
(monofiléticos): “B”. veraguensis, “B”. valliceps, “B”. margaritifer, “B”. spinulosus, “B”.
marinus, “B”. guttatus, “B”. granulosus, “B”. crucifer e sugere o ressurgimento do grupo
“B”. variegatus para agrupar “B”. cophotis, “B”. corynetes e “B”. variegatus. Todas as
analises de Pramuk (2006), utilizando-se de caracteres morfoldgicos e moleculares (métodos
de parcimodnia, méxima verossimilhanca e Bayesiana), suportam o monofiletismo de cinco
linhagens de sapos sul-americanos, como definidos por Duellman e Schulte (1992), “B”.
granulosus, “B”. guttatus, “B”. margaritifer, “B”. marinus e “B”. valliceps. A maioria
dos grupos de “Bufo” sul-americanos tem pelo menos uma sinapomorfia morfolégica nao
reversivel que foi usada como diagnose por Pramuk (2006). Os grupos nao-monofiléticos
sdo os grupos “B”. veraguensis e “B”. spinulosus. O grupo “B”. veraguensis ¢ monofilético
apenas nas andlises filogenéticas morfoldgicas. O grupo “B”. spinulosus ¢ polifilético em
todas as andlises.

Pramuk (2006) considera 72 espécies do até entdo género “Bufo” reconhecidas na
Américado Sul. No entanto, esta ndo considera arevisao do grupo “B”. crucifer por Baldissera
Jr. et al. (2004) que eleva o nimero deste grupo, até entdo monotipico, para cinco espécies.
Além disso, novas espécies tém sido descritas, principalmente do grupo “B” margaritifer,

considerado o mais problematico taxonomicamente (Hoogmoed, 1990). E dificil precisar



o numero de espécies de “Bufo” reconhecidas atualmente. O sitio Amphibiaweb (2008),
mantido pela Universidade de Berkeley, na Califérnia, ndo considera as mudangas de Frost
et al. (2006), mantém a maioria dos nomes dos taxons e ¢ atualizado constantemente. Uma
rapida pesquisa por “Bufo” revela um total de 283 espécies no mundo todo. O sitio da
Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH, 2007) também mantém a relagdo atualizada
das espécies de anfibios com ocorréncia no Brasil, mas segue as mudancas de Frost (2007).
Até sua ultima atualizacdo, em Novembro de 2007, sdo listadas um total de 825 espécies
de anfibios com ocorréncia no Brasil (pais com a maior biodiversidade desse grupo de
vertebrados). O mesmo sitio relaciona 59 espécies de bufonideos com ocorréncia no Brasil.
O sitio Amphibian Species of the World (Frost, 2007) sofre atualizacdes a cada dois anos. No
entanto, sofreu atualizac¢do nos anos de 2006 e de 2007, principalmente devidos aos arranjos
relacionados a filogenia de Bufonidae (Chaparro ef al., 2007; Pramuk et al., 2008). A recente
atualizagdo apresenta 72 espécies de Rhinella (Frost, 2007).

Além das diversas descri¢gdes recentes de espécies, revisdes taxondmicas tém
demonstrado que animais que foram classificados como uma tnica espécie constituem, na
realidade, um grupo de espécies distintas. Na América do Sul, um complexo de espécies que
foi considerado como uma tUnica espécie, até entdo “B”. granulosus, agora R. granulosa, é,
na verdade, constituido de vérias espécies (Cei, 1972). E, recentemente, esse grupo sofreu
nova revisdo (Narvaes, 2003). As espécies do até entdo género “Bufo” apresentam um grande
numero de conjuntos de caracteres que podem ser utilizados na sua sistematica (taxonomia e
filogenia), como morfoldgicos, genéticos, comportamentais, quimicos e bioacusticos (Blair,
1972). Apesar da importancia dos agrupamentos fenéticos para a organizacdo de géneros,
principalmente os com grande niimero de espécies, a maioria ndo foi testada dentro de um
contexto cladistico.

Frostet al. (2006) sugerem que o género Chaunus Wagler, 1828, deveria ser revalidado
para agrupar a maioria das espécies de “Bufo” neotropicais. Nesse trabalho, esse clado ¢
suportado basicamente por caracteres moleculares. Além de Chaunus, Rhinella Fitzinger,
1826, e Rhaebo Cope, 1862 foram revalidados para alocar as demais espécies pertencentes

ao género “Bufo” sul-americanas. Apesar das grandes mudangas, a composi¢do dos grupos



fenéticos permaneceu inalterada.

Recentemente, Pramuk ez al. (2008) publicaram um estudo filogenético de Bufonidae
baseadanaanalise de 2521 pares de base de DNA (incluindo fragmentos génicos mitocondriais
e nucleares). Sua filogenia difere marcadamente das de Frost ez al. (2006) e Pauly et al.
(2004), principalmente na alocagdo de Rhinella margaritifera e Rhamphophryne que ficam
inseridos dentro do grande clado de “Bufo” sul-americano (Chaunus, fide Frost et al., 2006).
Pramuk ez al. (2008) usam a prépria argumentagdo de Frost et al. (2006) de que se Rhinella
Fitzinger, 1826, fosse encontrado em uma topologia dentro de Chaunus Wagler, 1828 o nome
Rhinella seria o nome que tomaria precedéncia de um grupo mais inclusivo. Pramuk et al.
(2008) argumentam que os clados da analise de Frost ez al. (2006) poderiam ter sofrido por
um artefato de baixa amostragem de taxons e caracteres entre Rhinella € Rhamphophryne.
Entdo, de acordo com Frost et al. (2006) e os resultados do seu trabalho, Pramuk et al.
(2008) sugerem o nome Rhinella para agrupar a maioria dos clados “recentes” de “Bufo” sul-
americanos. Pramuk ez al. (2008) encontram forte ligag@o entre as relagdes filogenéticas e os
achados bigeograficos de Bufonidae. Sugerem nova hipdtese biogeografica e para origem de
Bufonidae (detalhes no CAPITULO 3). Neste trabalho sigo Chaparro et al. (2007) e Pramuk

et al. (2008) usando o género Rhinella para me referir as espécies do grupo R. marina.

Taxonomia do grupo Rhinella marina

O grupo Rhinella marina ¢ composto até o momento por 10 espécies: R. arenarum
(Hensel, 1867), R. icterica (Spix, 1824), R. marina (Linnaeus, 1758), R. schneideri (Werner,
1894), R. poeppigii (Tschudi, 1845), R. rubescens (A. Lutz, 1925), R. jimi (Stevaux, 2002),
R. achavali (Maneyro, Arrieta e de S4, 2004), R. veredas (Brandao, Maciel e Sebben, 2007)
e R. cerradensis Maciel, Brandao, Campos e Sebben, 2007 (Figs. 1 a 10). Essas espécies de
grande porte possuem ampla distribui¢ao nativa, desde o Texas nos Estados Unidos, México
e por toda a América do Sul até o Uruguai (Frost, 2007).

Segundo Duellman e Schulte (1992), as espécies do grupo R. marina sdo caracterizadas
por (1) frontoparietais largos, fundidos aos prooticos; (2) canal occipital completamente

coberto; (3) exostose dos ossos dermais pronunciada; (4) todas as cristas cranianas presentes,



elevadas, queratinizadas ou nao; (5) pele no dorso com tubérculos grandes e pequenos;
(6) série lateral de tubérculos largos ausentes; (7) glandulas parotdides largas, ovoides ou
alongadas; (8) timpano distinto; (9) focinho arredondado em vista dorsal e truncado em
perfil; (10) primeiro dedo maior do que o segundo.

Pramuk (2004, 2006) apresenta a seguinte diagnose para o grupo R. marina: (1)
grandes sapos com cranios bem ossificados, com exostose e profundas estriagdes, marcas
e rugosidades; (2) cranio com todas as cristas craniais bem desenvolvidas; (3) cranio
relativamente amplo (mais largo do que longo), com o maior comprimento sendo ao nivel de
quadrado jugal; (4) esfenoetmoide coberto completamente pela articulagdo medial dos nasais
e frontoparietais; (5) nasais ndo expandidos dorso-lateralmente e formando uma sutura quase
transversa com os frontoparietais; (6) articulagdo da mandibula posterior ao nivel da fenestra
ovalis e uma arcada temporal completa (Lynch, 1971); (7) diapofises sacrais ndo expandidas
e mais cilindricas do que a maioria das espécies analisadas no trabalho de Pramuk (2006);
(8) margem anterior da diapdfise sacral possuindo uma angulagdo postero-lateral ao eixo
longitudinal da vértebra; (9) glandula parotoide grande e distinta. Ainda de acordo com
Pramuk (2004, 2006), o grupo R. marina possui uma unica sinapomorfia distintiva das outras
espécies do género: (10) o ponto de articulag@o entre o ramo medial do pterigdide e ala do
paraesfenoide formado por uma sutura (Fig. 12).

Este grupo de sapos também tem sofrido mudangas em sua taxonomia. Segundo
Lavilla (1992), B. rufus Garman, 1877 ¢ um nome ja ocupado por B. rufus Schneider, 1799 e
este nome seria sindbnimo junior de B. ferrestris (Bonaterre, 1789). Faivovich e Carrizo (1997)
removeram B. missionum Berg, 1896 da sinonimia de B. rufus onde tinha sido colocada por
Gallardo (1961). De acordo com a lista de sindnimos, “B”. rubescens A. Lutz, 1925 é o nome
valido atualmente (Lavilla e Cei, 2001). De acordo com Gallardo (1962), “B”. schneideri
Werner, 1894, seria sindnimo sénior de B. paracnemis A Lutz, 1925.

Este grupo de sapos de grande porte, conhecidos vulgarmente como sapos cururus,
tem um histdrico de grandes problemas taxonomicos (Duellman e Schulte, 1992; Frost e al.,
2006; Pramuk, 2006). Os primeiros estudos taxondmicos de espécies do grupo remontam

a época de Linnaeus. Linnaeus (1758) descreve Rana marina com base em um desenho



encontrado em Seba (1734), atribuindo um nome especifico “marina” de acordo com este
autor que indica ter avistado o espécime no mar. Diversos outros naturalistas coletaram ou
obtiveram material biolégico da fauna do novo mundo (neotropical) publicando diversos
trabalhos com exemplares de diversas localidades. Isso ndo ocorreu somente com a Rana
marina de Linnaeus, mas com outras espécies do grupo, principalmente espécies descritas
por Spix (e.g. Bufo ictericus), Hensel (e.g. Bufo arenarum) e Tschudi (e.g. Bufo poeppigii),
dentre outros. A falta da troca de informagdes e a facilidade da obtengao destes espécimes pela
sua ampla area de distribuicdo por estes naturalistas criou grandes problemas taxonomicos
e listas de espécies em sinonimia, € mesmo problemas com homonimia. Os problemas
na taxonomia deste grupo aumentaram ao longo do tempo, com a descricdo de espécies
sindnimas e o uso de nomes impréprios (invalidos).

Quatro novas espécies do grupo R. marina foram descritas nos ultimos sete anos.
Stevaux (2001) descreveu R. jimi que tem ocorréncia no Nordeste Brasileiro. Maneyro,
Arrieta e de S& (2004) descreveram outra espécie do grupo do Uruguai chamada R. achavali,
que recentemente tem registros para o Rio Grande do Sul (Di-Bernardo et al., 2005; Kwet
et al., 2006). Além disso, duas novas espécies do grupo da regido do Brasil Central, foram
descritas durante o desenvolvimento desta tese (Brandao et al., 2007; Maciel et al., 2007)
(Figs. 9 e 10) (veja CAPITULO 1, Anexo 1 ¢ 2).

De acordo com Cochran (1955), as espécies “B”. arenarum ¢ “B. rufus” sio
morfologicamente mais semelhantes quando comparadas ao restante das espécies do grupo
“B”. marinus. Cei (1980) sugere a ocorréncia de dois grupos dentro do grupo “B”. marinus,
com base no desenvolvimento do cranio e formato da lingua: 1) grupo “B”. arenarum,

(9522

incluindo B. rufus (=“B”. rubescens) e “B”. arenarum, e 2) “B”. ictericus, “B”. marinus
e B. paracnemis (=“B”. schneideri) mantidos no grupo “B”. marinus. No entanto, esta
classificagdo, mesmo que fenética, nao foi seguida por nenhum autor.

Recentemente, Stevaux (2001) desenvolveu trabalho sobre filogenia e biogeografia
do grupo utilizando-se de dados morfoldgicos e outros retirados da literatura. De acordo com

este trabalho, B. paracnemis (=“B”. schneideri) parece ser um complexo de espécies. As

quatro subespécies de “B”. arenarum parecem ser também unidades independentes, assim



como “B”. ictericus ictericus € B. ictericus mertensi. Ainda de acordo com a mesma autora,
B. rufus (="“B”. rubescens) mostra sinais de ser a espécie mais antiga do grupo. Estes dados
revelam como € pobre o conhecimento do grupo R. marina € que uma revisdo taxonomica

ainda necessita ser feita.



Figura 1 Rhinella marina. Foto: Natan Maciel

Figura 2 Rhinella arenarum. Foto: Natan Maciel



Figura 3 Rhinella icterica. Foto: Natan Maciel
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Figura 4 Rhinella poeppigii. Foto: Ignacio De La Riva



Figura 5 Rhinella schneideri. Foto: Antonio Sebben

Figura 6 Rhinella rubescens. Foto: Rubens Matsushita
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Figura 8 Rhinella achavali. Foto: Raul Maneyro
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Figura 10 Rhinella cerradensis. Foto: Natan Maciel
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JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre a sistematica (filogenia e taxonomia) e biogeografia do grupo
Rhinella marina, ja constitui a justificativa necessaria para a realizagdo deste projeto.

O trabalho de sistematica envolve a filogenia e a taxonomia. A filogenia fornece
informacdes sobre as relagdes de parentesco entre as espécies e a taxonomia fundamenta-se
principalmente na andlise comparativa dos atributos das espécies (caracteres taxondmicos)
(Papavero, 1994) para identifica-las e/ou classificad-las (apresentacdo de diagnoses
diferenciais). Um ponto importante na sistematica atual sustenta que as relacdes de parentesco
de um grupo de espécies devem se refletir na sua classificagdo. Ou seja, os agrupamentos de
espécies (ou categorias taxonomicas) devem constituir grupos naturais (monofiléticos).

Um dos objetivos fundamentais da sistematica moderna ¢ o uso de relagdes
filogenéticas para ajudar a compreender padrdes biogeograficos. Uma vez que uma filogenia
bem elaborada € obtida, pode ser usada para se estimar tempos de divergéncia e encontrar
hipdteses biogeograficas de tempo e espago para um grupo taxonomico (Cox e Moore,
2005).

Como diversas espécies de anfibios, os bufonideos também sdo susceptiveis a
extingdes. “B”. periglenes, uma espécie da Costa Rica, tornou-se extinto 15 anos apos ter
sido descrita (Crump et al., 1992). Outras espécies, como Atelopus chiriquiensis, encontram-
se criticamente ameagadas (Lips ef al., 2004). Diversas causas tém sido documentadas para o
declinio populacional de anfibios, como o fungo quitrideo (Berger ez al., 1998), destrui¢do de
habitat, radiag@o ultravioleta e contaminacgdo. A sistematica e biogeografia podem fornecer
melhor entendimento sobre os padrdes de extingdo dos anfibios. O grupo Rhinella marina
tem ampla distribui¢do na América do Sul e provavelmente possui mais espécies do que
as reconhecidas atualmente. Novas espécies tém sido descritas recentemente, outras ainda
podem ser descobertas apos trabalho criterioso de revisdo. Com a definicao dos taxons e as
relacdes de parentesco podemos conhecer melhor o grupo e tragar estratégias adequadas

para a conservacdo. Algumas populacdes de espécies como R. marina foram introduzidas
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em diversas localidades no mundo (Slade e Moritz, 1998; Lever, 2001; Zug) para o controle
de pragas como as da cana-de-agucar. O entendimento das dindmicas de distribuicdo das
populagdes de R. marina € critico para mitigar a ameaca a diversidade bioldgica nas areas
atingidas. Um estudo recente de Urban et al. (2007), usando métodos moleculares e critérios
estatisticos, demonstram que na Australia a espécie ja poderia ter a habilidade de dispersdo
em uma area que quase dobra sua atual distribuicdo e que triplica as projecdes baseadas
em sua distribui¢do nativa. Os resultados da presente tese podem ser usados em politicas
de controle de populagdes onde esta espécie se tornou um problema para o meio ambiente
e para a economia local. O estudo da evolugdo e comportamento (avaliacdo de possiveis
variagdes individuais, sazonais, sexuais) das moléculas da secre¢@o cutidnea destas espécies
(e.g. aminas biogénicas) ¢ fundamental para a melhor compreensdo de seu uso e importancia

como caracteres para gerar filogenias.

14



OBJETIVOS

Objetivos gerais:

e Descri¢do de duas novas espécies do grupo Rhinella marina (capitulo 1);

e Andlise filogenética das espécies do grupo Rhinella marina a partir de trés conjuntos
diferentes de caracteres (capitulo 2);

e Estimar tempos de divergéncia entre os clados do grupo de estudo e obter um cendrio

biogeografico (capitulo 3).

Objetivos especificos:

¢ Contribuir para o conhecimento sobre a taxonomia do grupo R. marina pela descricdo de
duas espécies novas (capitulo 1);

e Obtencao de matrizes de dados para a analise filogenética a partir da analise da composi¢ao
da secre¢do das glandulas parotdides (indolalquilaminas), seqlienciamento do fragmento
génico mitocondrial (citocromo b) (Graybeal, 1993) e obten¢do de dados morfologicos
(sensu Pramuk, 2006) de exemplares de espécies do grupo R. marina (capitulo 2);

e Andlise filogenética utilizando os métodos da parcimonia e Bayesiano com os caracteres
obtidos (analises particionadas e combinadas) (capitulo 2);

e Testar o monofiletismo do grupo R. marina e a possivel presenca de mais de uma linhagem
distinta (grupo monofiletico) dentro do grupo (como sugerido por Maciel et al., 2007)
(capitulo 2).

e Avaliagdo de possiveis variagdes populacionais, individuais, sexuais e sazonais na
composi¢do de indolalquilaminas presentes na secre¢do das glandulas parotéides de uma
populagdo de R. schneideri (capitulo 2);

e Obter dados sobre tempos de divergéncia entre os clados do grupo R. marina a partir do
cladograma gerado pela inferéncia Bayesiana (evidéncia total) e a matriz de dados gerados

pelo fragmento génico mitocondrial (citocromo b), utilizando registros fosseis e estimativas
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de tempos de divergéncia da literatura como pontos de calibragao (capitulo 3).
¢ Obter uma hipotese biogeografica (dispersao e/ou vicariancia) para as espécies do grupo R.

marina € provaveis areas ancestrais (capitulo 3).
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APRESENTACAO DA TESE

Este projeto de tese foi divido em trés capitulos. O primeiro capitulo apresenta a
descricdo de duas novas espécies do grupo Rhinella marina, com a distribuicdo atual
conhecida no Cerrado Brasileiro.

O segundo capitulo apresenta uma hipotese filogenética do grupo R. marina baseada
em caracteres de secre¢do cutdnea, moleculares e morfoldgicos (basicamente osteologia).
Foram usados os métodos de parcimdnia e Bayesiano para gerar as relagcdes de parentesco.
No segundo capitulo ainda ¢ abordada uma anélise de variagdo populacional, individual,
sexual e sazonal de R. schneideri. Este trabalho teve como objetivo compreender melhor
a validade dos caracteres de secre¢@o cutdnea para gerar relagdes filogenéticas no que diz
respeito a possivel ocorréncia de polimorfismos.

O terceiro capitulo versa sobre aspectos biogeograficos da distribui¢do atual e
ancestral das espécies do grupo de estudo, baseado na datagdo molecular de eventos
evolutivos utilizando-se métodos Bayesianos, registros fosseis e estimativas de tempos de

divergéncia.
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CAPITULO 1

Descricio de duas novas espécies do grupo Rhinella marina

A primeira espécie descrita, Chaunus veredas Brandao, Maciel e Sebben (2007)
apresenta distribui¢@o pelos Estados brasileiros de Minas Gerais, Piaui e Bahia. A introdugao
desta descri¢do aborda um histérico aprofundado sobre a taxonomia do grupo “Bufo”
marinus. Esta espécie foi inicialmente alocada no género Chaunus seguindo o trabalho de
Frost et al. (2006). Logo depois, dois trabalhos melhor embasados de Chaparro ef al. (2007)
e Pramuk ez al. (2008) sugerem o uso do nome Rhinella para alocar a maioria das espécies
do até entdo género Bufo sul-americanos (ver INTRODUCAO: Consideragdes gerais). A
segunda espécie descrita, Rhinella cerradensis (Maciel, Brandao, Campos e Sebben, 2007),
possui distribuicdo nos seguintes Estados brasileiros: Piaui, Bahia, Goids, Minas Gerais e no
Distrito Federal. Além da descri¢do do adulto, apresenta a descri¢ao do girino e vocalizagio
de anuncio desta espécie nova, assim como a compara¢cdo com os dados disponiveis na
literatura. O trabalho ainda apresenta uma analise de componentes principais (PCA) feita
a partir de dados morfométricos de exemplares do grupo R. marina. Os resultados das
analises permitem novas discussdes sobre o atual arranjo fenético do grupo. As andlises de
PCA sugerem a existéncia de dois subgrupos de espécies dentro do grupo R. marina. Um
grupo formado pelas espécies R. marina, R. poeppigii, R. schneideri, R. icterica, R. jimi
e R. cerradensis. E outro formado pelas espécies R. arenarum, R. rubescens, R. achavali
e R. veredas. O primeiro subgrupo é composto pelas espécies de maior porte, com cristas
craniais marcadas e desenvolvidas, timpanos relativamente menores, € membros mais curtos.
O segundo subgrupo ¢ formado pelas espécies de menor porte com cristas craniais menos
desenvolvidas e glandulas parotdides relativamente mais longas. Este arranjo foi discutido
em um contexto cladistico nos resultados das analises do CAPITULO 2 (RESULTADOS E
DISCUSSAOQ) para descobrir se estes subgrupos fenéticos poderiam constituir agrupamentos
naturais (monofiléticos). Como as descricdes das novas espécies ja foram publicadas, os

artigos encontram-se em anexo (Anexo 1 e 2).
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CAPITULO 2

Filogenia das espécies do grupo Rhinella marina

2.1) INTRODUCAO
2.1.1) Filogenia de “Bufo” e do grupo Rhinella marina

Hipdteses filogenéticas sdo necessdrias para a compreensdo da historia evolutiva de
um grupo de organismos e ainda servem para determinar hipoteses biogeograficas alternativas
(Felsenstein, 1985). Nos ultimos 50 anos, diversos trabalhos tém proposto uma variedade de
métodos fenéticos para investigar as relagdes entre “Bufo”. Muitos deles ocorreram antes do
desenvolvimento de métodos filogenéticos modernos (baseados em inferéncias cladisticas)
como ¢ o caso da obra ja citada “Evolution in the Genus Bufo” (Blair, 1972a). Apesar de
uma grande obra, resulta em interpretacdes ambiguas sobre evolugdo e biogeografia de
“Bufo”. Maxson (1981a, b; 1984) faz uso de dados imunoldgicos para investigar as relagdes
entre espécies de “Bufo”. Graybeal (1997) produziu uma grande hipdtese filogenética de
Bufonidae combinando trés regides de genes mitocondriais (citocromo b, 12S e 16S), uma
regido nuclear (c-mos) e 73 caracteres morfoldgicos. Em sua andlise, Graybeal sugere que
“Bufo” ndo ¢ monofilético, mas ndo consegue dados suficientes para testar o monofiletismo
dos grupos fenéticos. Sua amostragem de espécies sul-americanas € baixa, resumindo-se a
nove espécies, e hd pouca correlacdo entre as areas geograficas de distribui¢@o das espécies
e a filogenia. Além disso, muitas das seqiiéncias de 16S foram criticadas por sua baixa
qualidade (Harris, 2001). Pauly ez al. (2004) provém hipdtese de filogenia e biogeografia
das espécies de “Bufo” norte-americanas utilizando-se de genes mitocondriais e métodos de
“bootstrapping” para testar hipdteses alternativas de biogeografia.

Atualmente, a hipdtese filogenética mais completa de espécies de “Bufo” sul-
americanas ¢ de Bufonidae ¢ a apresentada por Pramuk et al. (2008). Outro trabalho de
Pramuk (2006) demonstra que seis dos oito grupos dos até entdo “Bufo” sul-americanos
sao monofiléticos, com excecdo dos grupos R. spinulosa e R. veraguensis. Dessa forma
demonstrando que, apesar da definicdo fenética, o agrupamento de espécies de Bufo sul-

americanas parece nio constituir grupos artificiais (ndo-monofiléticos).
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Além desses trabalhos, as hipoteses limitam-se as hipoteses para alguns grupos
fenéticos como R. crucifer (Baldissera Jr., 2001; Maciel et al., 2006); R. peltocephala
(Pramuk, 2002), R. marina (Stevaux, 2001) e R. margaritifera (Fouquetet al.,2007). Portanto,
esfor¢os tém sido feitos para testar o monofiletismo destes agrupamentos (Pramuk, 2006).
De acordo com Duellman e Schulte (1992), ndo existe uma caracteristica sinapomorfica que
sustentaria o monofiletismo do grupo de R. marina. Ja de acordo com o trabalho de Pramuk
(2006), tanto caracteres morfologicos como moleculares suportam o monofiletismo deste
grupo de espécies. Existe uma quantidade consideravel de estudos sobre filogeografia de
populagdes nativas e introduzidas de R. marina (e.g. Slade e Moritz, 1998; Estoup ef al.,
2001; LeBlois et al., 2000; Robertson, 2003; Mulcahy et al., 2006). O trabalho de Slade e
Moritz (1998) indica a preseng¢a de dois grupos geneticamente divergentes separados a Leste
e Oeste dos Andes venezuelanos. Estes dois grupos poderiam constituir pelo menos duas

espécies diferentes.

2.1.2) Caracteres de secre¢do cutanea de anfibios

Todos os anfibios apresentam em sua pele pelo menos dois tipos de glandulas:
granulares e mucosas. Glandulas granulares sdo responsaveis pela sintese de uma grande
diversidade de compostos quimicos que conferem prote¢do contra infec¢des por bactérias e
fungos, bem como contra predadores. Durante a evolucdo dos anfibios, esses mecanismos
defensivos e as substancias associadas a estes evoluiram independentemente em cada espécie,
como um resultado da interacdo com o respectivo ambiente (Toledo e Jared, 1995).

De acordo com sua estrutura quimica, os tipos moleculares encontrados na pele de
anfibios sdo divididos em quatro categorias: aminas biogénicas, esteroides (bufogeninas
e bufotoxinas), alcaldides e peptideos (incluindo polipeptideos e proteinas) (Daly et al.,
1987; Clarke, 1997; Erspamer, 1994). Recentemente Schwartz et al. (2007) apresentaram o
panorama atual e perspectivas sobre o estudo com os principios ativos encontrados na pele
de anfibios.

Segundo Cei et al. (1972), a pele dos bufonideos é considerada um verdadeiro

depdsito natural de aminas, especificamente, indolalquilaminas. As indolaquilaminas sdo um
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grupo de aminas biogénicas derivadas do aminoacido triptofano por uma complexa cadeia
enzimatica. Estudos sobre relagdes de parentesco entre taxons foram feitos com o uso de
esterdides (Low, 1972) e indolalquilaminas da secre¢do da pele (Cei et al., 1972) e glandula
parotoide (Ceriotti et al., 1989) ou com uma combinacdo de pele e glandula parotdide de
bufonideos (Maciel et al., 2003). No entanto, apenas o ultimo trabalho utiliza métodos
cladisticos para estabelecer relagdes de parentesco.

Os caracteres de secregdes cutaneas das glandulas parotoides (indolalquilaminas e
proteinas) de espécies do grupo R. crucifer indicam as relagdes filogenéticas entre esses
taxons (Maciel et al., 2006). No entanto, pouco ainda se sabe sobre o real valor dos caracteres
de secrecdo cutinea para a filogenia de anuros. A adoc¢do de novas técnicas para a separagio
de moléculas e a caracteriza¢do quimica das moléculas ndo conhecidas pode ser usada para
ajudar a determinar este valor. Além disso, possiveis variagdes populacionais, individuais,
sazonais e sexuais devem ser analisadas. Varia¢des quantitativas também podem ocorrer
(Cei et al., 1972) e poderiam simular variacdes qualitativas. Esse tipo de variacdo poderia
também estar correlacionado com tamanho do animal, condi¢do (e.g. injurias causadas por
predadores) e/ou fatores abioticos como umidade, temperatura e precipitagdo pluviométrica.
As moléculas das secre¢des cutaneas de anfibios sdo dtimas candidatas, podendo constituir

mais um caracter importante para gerar filogenias (Maciel ef al., 2003).

2.1.3) Caracteres moleculares para estudos filogenéticos

Grandes avancos na biologia molecular proporcionaram o estudo das relagdes
evolutivas dos organismos por comparacdo de seu genoma. O uso de fragmentos génicos
para gerar filogenias tem algumas vantagens sobre os métodos classicos nos quais caracteres
morfoldgicos e até mesmo comportamentais sdo usados. O primeiro motivo é que o DNA
consiste de quatro tipos de nucleotideos, adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina (G),
podendo ser usado para comparar qualquer grupo de organismo, incluindo bactérias, plantas
e animais. Utilizando-se os caracteres classicos, isso € virtualmente impossivel. O segundo
motivo é que uma vez que as mudangas no DNA seguem um padrio mais ou menos regular,

¢ possivel usar modelos matematicos para estabelecer a mudanga e comparar o DNA de
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organismos distantemente relacionados. Isso é extremamente complicado em se tratando de
caracteres classicos. O terceiro motivo € que os genomas de todos os organismos consistem
de uma seqiiéncia longa de nucleotideos e podem conter uma quantidade maior de informagao
filogenética do que os caracteres morfologicos, por exemplo. Por estas razdes, espera-se que
a filogenia utulizando-se caracteres moleculares esclare¢a muitos padrdes de ramifica¢do da
arvore da vida que sdo dificeis de resolver por caracteres classicos (Nei e Kumar, 2000).

A mudanca evolutiva das seqiiéncias de DNA ¢ mais complexa do que das sequéncias
de proteinas, porque existem varios tipos de regides de DNA tais como regides que codificam
proteinas, regides nao-codificantes, éxons, introns, regides flanqueadoras, seqiiéncias de
DNA repetitivas e seqiiéncias de insercdo. Portanto, ¢ importante saber o tipo e funcdo da
regido de DNA que esta sendo investigada. As mudangas mutacionais do DNA variam muito
com a regido do DNA explorada. Mesmo se considerarmos somente regides codificantes,
os padroes de substituicdo do primeiro, segundo, terceiro cddons nao sdo os mesmos. Além
disso, algumas regides sdo sujeitas a sele¢do natural mais freqiientemente que outras e isto
contribui para a variacdo do padrao evolutivo entre diferentes regides de DNA (Nei e Kumar,
2000). Quando duas seqiiéncias de DNA sdo derivadas de um ancestral comum, ¢ esperado
que as seqiiéncias descendentes gradualmente divirjam pela substitui¢do de nucleotideos.
Desta forma, ocorrem substituicdes entre A, T, C e G. Sabe-se também que transi¢des
ocorrem mais frequentemente do que transversoes.

Uma infinidade de trabalhos nos ultimos anos tem usado sequéncias génicas para
a reconstru¢do da filogenia de anfibios (e.g. Chek et al., 2001; Read et al., 2001; Dawood
et al., 2002; Wilkinson et al., 2002; Salducci et al., 2002; Symula et al., 2003; Larson,
2005). Trabalhos de filogenia molecular também tém sido feitos para elucidar relagdes
de parentesco de sapos do até entdo género “Bufo” (Graybeal, 1997; Pramuk ef al., 2001;
Pramuk, 2002; 2006). Fragmentos de genes mitocondriais (e.g. 12S, 16S e citocromo b),
além de nucleares (e.g. rodopsina 1, c-mos) t€ém sido usados para investigar relacdes de
parentesco ndo so de anfibios, mas também de outros grupos de vertebrados e invertebrados
(e.g. Bruvo-Madari¢ et al., 2005; Yokoyama e Goto, 2005; Giugliano et al., 2007). Esses

genes tém sido utilizados em vérios niveis taxondmicos na filogenia de anuros, desde
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relagdes intragenéricas (e.g. Pramuk, 2006) até entre familias (e.g. Hay et al., 1995). Os genes
mitocondriais podem ser escolhidos pelas seguintes razdes: (1) sdo herdados maternalmente
(Avise, 1994) e, portanto, imunes a recombinacdo (Lansman et al., 1983); (2) regides do
genoma mitocondrial sdo conservadas (Meyer e Wilson, 1990); (3) varios iniciadores para
a amplificagcdo e sequenciamento ja estdo descritos (e.g. Feller e Hedges 1998; Ruvinsky e
Maxson, 1996); (4) genes ndo-codificantes como 12S e 16S contém dobras e algas contendo
diferentes taxas de mudangas evolutivas que promovem tanto sinais para divergéncias
mais recentes como para intermediarias (Pramuk, 2006). O gene citocromo b de animais
(DNA mitocondrial) € frequentemente usado para investigar relagdes evolutivas de grupos
intimamente relacionadas, mas tem taxa de evolugao lenta quando comparado com os genes
NADH, por exemplo. Os genes nucleares (e.g. rodopsina 1) de forma geral sdo utilizados
para resolver divergéncias mais antigas em anuros (Hoegg et al., 2004).

Portanto, os caracteres moleculares sdo importantes ja que podem fornecer grande
quantidade de informagao filogenética (Hillis, 1987), além de permitir a comparagdo com
informacdes contidas em bancos de dados. Dados moleculares também tém a vantagem de
que sua base genética é comumente conhecida, enquanto a base genética para os caracteres
morfoldgicos ¢ assumida. Embora as decisdes de alinhamento e escolha do gene a ser
seqiienciado envolvem um pouco de subjetividade, o critério utilizado para a delimitagdo
dos caracteres tipicamente sdo diretos e objetivos. Na sistematica morfoldgica o caracter
deve ser descoberto e delimitado pelo sistemata (Hillis e Wiens, 2000), o que requer um

grande conhecimento da taxonomia do grupo de estudo.

2.1.4) Caracteres morfoldgicos para estudos filogenéticos

Caracteres morfologicos tém sido tradicionalmente usados para gerar filogenias. O
desenvolvimento das técnicas moleculares para obter seqiiéncias génicas e dos métodos
computacionais para gerar filogenias também provocaram um avang¢o no redescobrimento
da importancia do estudo de caracteres morfoldgicos. A descoberta de novos caracteres e re
analise dos caracteres ja conhecidos (e.g. mapeamento e testes de homologia) t€ém avangado

bastante nos ultimos anos.
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A grande vantagem dos caracteres morfologicos ¢ a possibilidade de amostragem
de taxons bem maior do que € possivel com as andlises moleculares. Amostragem de um
grande numero de tdxons pode ser dificultada pelo custo do sequenciamento, a necessidade
de material relativamente fresco, a raridade (ou extingdo) da espécie, e a inacessibilidade
das areas onde certos tdxons ocorrem. Espécimes de museus podem ser usados para, de uma
forma mais barata e rapida, obter dados de caracteres morfoldgicos para um grande nimero
de taxons. A analise morfoldgica ¢ praticamente a inica maneira dos fosseis serem analisados
filogeneticamente. Espécies extintas ndo apenas representam uma grande propor¢do da
biodiversidade do planeta, mas também sdo cruciais para a compreensao das relagdes entre os
taxons viventes (Smith, 1998). Fdsseis sdo importantes para estimar corretamente as relagdes
entre os seres, pois eles fornecem pistas para muitos dos estados de caracteres ancestrais,
e esta informacdo pode ser usada para subdividir ramos longos entre grupos distantemente
relacionados (Gauthier ef al., 1998; Huelsenbeck, 1991). A informagdo temporal que os
fosseis possibilitam (e.g. datas estimadas do aparecimento de um registro fossil) também
¢ importante para testar e enraizar arvores (e.g. Gauthier ef al., 1998). Outra vantagem
das filogenias baseadas em morfologia é que cada caracter morfoldgico é provavelmente
codificado por diferentes genes ou conjuntos diferentes de genes, enquanto que grupos de
caracteres moleculares, muitos ou todos os caracteres de nucleotideos incorporam informagao
do mesmo gene. Enfim, além da reconstrucao filogenética, a morfologia continua tendo um
papel crucial na taxonomia. Em quase todos os grupos de organismos, espécies sdo descritas
e identificadas com base em dados morfologicos. Portanto, mesmo sistematas moleculares
dependem da morfologia para determinar quais espécies estdo amostrando.

Diversos trabalhos recentes utilizam-se de caracteres morfoldgicos com sucesso para
inferir hipoteses filogenéticas em anuros (e.g. Faivovich, 2002; Hass, 2003; Pramuk, 2006;

Wiens et al., 2005) e outros grupos de vertebrados (e.g. Giugliano et al., 2007).

2.1.5) Analises combinadas com diferentes conjuntos de dados
As analises combinadas s3o preferiveis para estimar a filogenia dos taxons, porque

o sinal filogenético pode prevalecer sobre a homoplasia em grandes conjuntos de dados,
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resultando em filogenias mais suportadas (Huelsenbeck e Hillis, 1993). Além disso, pode-
se evitar a decisdo arbitraria na escolha de métodos de consenso em conjuntos de dados
separados (Barret ef al., 1993). Evidentemente, diferentes conjuntos de dados podem gerar
hipoteses filogenéticas diferentes e isso pode ser o resultado de diferentes processos evolutivos
sofridos pelos diferentes caracteres. Segundo Hillis (1987), o conflito entre conjuntos de
caracteres (como morfoldgicos e moleculares) pode ser real ou espurio e as razdes para
este conflito incluem, além das diferencas nos processos evolutivos, diferentes métodos de
analise. Hillis e Wiens (2000) acreditam que a causa mais comum de incongruéncia entre
filogenias moleculares e morfologicas ¢ simplesmente o fraco suporte para uma ou ambas as
estimativas, devido a subamostragem dos caracteres e/ou tdxons. Os resultados das anélises
combinadas devem ser comparados com os resultados das andlises separadas (parti¢des)
(Hillis, 1995).

Quando os caracteres de diferentes naturezas (e.g. molecular e morfoldgico) suportam
fortemente diferentes arvores, as analises combinadas podem ou ndo melhorar as estimativas
(Bull e al., 1993). Existem diversos métodos estatisticos para testar as incongruéncias entre
diferentes grupos de dados. Quando conflito significante ¢ descoberto, é particularmente

importante investigar as causas da discordancia entre as parti¢des (Bull ez al., 1993).

Neste capitulo pretendeu-se testar mais uma vez o monofiletismo de R. marina, agora
com a amostragem de todas as espécies do grupo e caracteres de natureza diferentes. Além
disso, uma possivel presenca de mais de uma linhagem distinta (grupo monofiletico) dentro

do grupo foi avaliado como sugerido por Maciel et al. (2007).
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2.2) MATERIAL E METODOS
2.2.1) Caracteres de secre¢do cutanea

Paraoestudofilogenéticoutilizando caracteres de secre¢do cutanea (indolalquilaminas)
foram coletados de 1 a 16 exemplares de populagdes de cada espécie do grupo R. marina, de
acordo com a situagdo taxondmica atual das espécies, pela sua grande area de distribui¢do
(Tabela 1). Infelizmente, ndo foi possivel obter secre¢ao cutanea de espécimes de R. poeppigii.
Esta espécie ndo ocorre no Brasil, somente na regido andina do Peru, Equador e Bolivia (Frost,
2007). Como grupos externos, foram utilizadas secrecdes cutdneas das seguintes espécies:
Rhinella crucifer, R. granulosa, Rhaebo guttatus, Rhinella gr. margaritifera (sensu Fouquet
et al., 2007) e Melanophryniscus fulvoguttatus (Tabela 1). As coletas foram feitas com
posse das licengas expedidas pelo IBAMA/RAN n* 065/04; 086/05 (renovagdo) e 097/06
(renovagao), processo 02010.000832/04-74. Apds a retirada da secrecdo cutanea, os animais
foram eutanasiados por dose letal de anestésico (lidocaina a 1,5%). A mesma metodologia
para a morte dos animais também foi utilizada para obtencdo dos caracteres moleculares e
morfoldgicos. Exemplares testemunho encontram-se depositados na Coleg¢do Herpetologica
da Universidade de Brasilia (CHUNB) sob a curadoria do Dr. Guarino R. Colli (Tabela 1).
A metodologia para a morte dos animais foi analisada e autorizada pelo Comité de Etica no
Uso Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (CEUA).

A secregdo cutanea foi obtida por compressdo manual das glandulas parotdides e
recolhida em placas de Petri. Apds este procedimento, a secrecdo foi ressuspendida em agua
deionizada, estocada em tubos de plastico (Falcon) de 15 ou 50 ml, liofilizada e armazenada
a - 20°C. A secregdo seca foi ressuspendida em metanol na concentracdo de 20mg/ml,
sendo diretamente aplicada nas placas de cromatografia de camada delgada (CCD) para
separaco.

Assolucdespadroesdeindolalquilaminasforamaserotonina(5-HT),bufotenina(BTN),
bufotenidina (BTD) e deidrobufotenina (DHB). Essas foram obtidas tanto comercialmente
(5-HT - Sigma Chemical Company - St. Louis, MO, USA), como em laboratério. A BTN foi

obtida a partir de sementes de Anadenanthera macrocarpa (Leguminosae), de acordo com
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Stromberg (1954). A BTD foi obtida de acordo com Pereira et al. (1963) por metilacdo da
bufotenina com iodeto de metila em metanol absoluto. A DHB foi obtida no laboratorio a
partir da secrec¢do das glandulas parotdides de Rhinella icterica, de acordo Slottta e Neisser
(1937). Além disso, utilizou-se a bufotionina (DHB-S) como padrio, adotando-se para efeito
de identificag¢do deste composto o método descrito por Deulofeu e Duprat (1944).

Foi utilizada a técnica de cromatografia ascendente e unidimensional (cromatografia
em camada delgada-CCD) para a separacdo das moléculas. O adsorvente escolhido foi a
silica-gel H, em placas obtidas comercialmente da Sigma Company (Polyester Silica Gel;
250 pm de espessura da camada; 2—25um de tamanho médio da particula). Como sistema
eluente, foi utilizada uma mistura de acetato de etila, alcool isopropilico e hidroxido de
amonio (25%), na propor¢do de 90:70:40 (v/v/v). As solugdes padrdes das indolalquilaminas
e os extratos das glandulas parotoides foram aplicados nas placas de cromatografia através de
microseringas de vidro (Hamilton, Reno, NV, USA). As cromatoplacas foram colocadas, na
posigdo vertical, em cubas cromatograficas de vidro, previamente saturadas com o sistema
eluente utilizado. Apds o desenvolvimento unidimensional ascendente, ou seja, quando a
frente do solvente atingia o ponto final de corrida, a partir do ponto de aplicacdo das solugdes,
a placa era retirada da cuba cromatogréfica e o eluente eliminado com o auxilio de jato de
ar quente. Em seguida, foi feita a pulverizacdo da cromatoplaca com o reativo de OPT,
segundo Narasimhachari e Plaut (1971), que se constitui da seguinte mistura: O-ftaldeido
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), 50 mg; L-cisteina, 500 mg; metanol, 25 ml; e
acido cloridrico (36%), 25 ml. Apds a pulverizagdo, a placa foi aquecida em estufa a 110°C
por 10 minutos. A visualizagao foi feita sob luz ultravioleta (375 nm), onde as placas foram
documentadas (fotos) para posterior analise.

A andlise qualitativa das indolalquilaminas foi realizada através dos respectivos Rf
(fator de retencdo), determinados através da seguinte expressao:

distancia (cm) percorrida pela amina

Rf=

distancia (cm) percorrida pela frente do solvente
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Estudo sobre a variacio dos caracteres de secreciio cutanea (uso da espécie Rhinella
schneideri como modelo)

Com o objetivo de analisar possiveis variagcdes (polimorfismos) nos caracteres de
secre¢do cutdnea e sua relevancia para gerar relagdes de parentesco, a secrecdo da glandula
parotdide de espécimes de Rhinella schneideri (Fig. 5) foi coletada quinzenalmente na
Estagio Ecoldgica de Aguas Emendadas (ESECAE), no Distrito Federal. Foram analisadas
possiveis diferengas individuais, sexuais, sazonais na composicao de indolalquilaminas e, se
caso tais diferengas fossem observadas, se fatores bioticos (tamanho, temperatura e peso do
animal) e/ou fatores abidticos (temperatura do ar, tipo de ambiente, umidade e estacdo do
ano) poderiam influenciar na composi¢ao deste grupo de moléculas.

As saidas de campo para captura dos animais e coleta da secre¢@o cutanea se iniciaram
em julho de 2006 e prosseguiram até setembro de 2007. No entanto, o material coletado
¢ proveniente de coletas até fevereiro de 2007. As buscas pelos animais foram feitas no
comego da noite (19:00h), visualmente com o auxilio de lanternas até que todo o transecto
previsto tivesse sido vasculhado. Foram obtidos dados morfométricos dos individuos, como
comprimento rostro cloacal (CRC), largura da cabega (LC) e altura da cabeca (AC) com o
auxilio de paquimetro (precisdo de 0,01 mm). Para a obten¢do de peso utilizou-se uma balanga
(precisdo de 5g). A determinacdo do sexo foi feita pela observagdo de caracteristicas sexuais
secundarias como a presenga de queratiniza¢ao nos dedos dos machos e vocaliza¢do. Dados
abiodticos (temperatura local e condig¢des climaticas) foram obtidos da estacdo meteoroldgica
do IBGE e com o uso de termdmetro de mercurio. Todos os individuos capturados foram
marcados no campo com um “micro-chip” subcutaneo (“PIT tag”) inserido na parte dorsal,
atras da glandula parotoide (Ireland, 2003). Com essa marcag@o, puderam-se identificar os
exemplares que ja haviam sido capturados anteriormente e utilizar-se da secre¢do cutanea
para a analise de variacdo individual. A identificacdo do local de coleta e dos animais ¢
importante para confrontar os dados obtidos pelas analises e pela possibilidade da existéncia
de ocorrer variagdes interpopulacionais na composi¢do das diversas indolalquilaminas
(Schwartz, 1993). A secrecdo foi obtida por meio de uma leve compressiao manual de uma das

glandulas parotoides do animal, sem esgotamento das mesmas. A secre¢@o foi coletada em
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placas de Petri e posteriormente liofilizada e armazenada a -20°C (metodologia ja descrita).
Placas para cromatografia em camada delgada (10x20cm) foram preparadas com silica gel H
(Sigma Chemical Company), 40g em solug@o aquosa a 10% de acetato de polivinila (PVA).

A secrecdo liofilizada foi aplicada nas placas de cromatografia em uma concentragdo
de 1,2mg/ml em metanol com auxilio de uma microsseringa de vidro (Hamilton). Foram
utilizados os mesmos padrdes de indolalquilaminas para a obtengao dos caracteres de secre¢c@o
cutanea: serotonina (5-HT), bufotenina (BTN), bufotenidina (BTD), deidrobufotenina
(DHB). Além disso, utilizou-se a bufotionina (DHB-S) como padrio, adotando-se para efeito
de identificagdo deste composto método descrito por Deulofeu e Duprat (1944). O sistema
de solvente e o reativo foram os mesmos utilizados para o fracionamento da secre¢do e
obtenc¢do da matriz de indolalquilaminas. As placas reveladas pelo reativo (Narasimhachari
e Plaut, 1971) também foram devidamente documentadas (fotos). As andlises qualitativas
foram feitas por comparag@o com os padrdes (BTD, DHB, DHB-S, 5-HT ¢ BTN) através dos

respectivos Rf's (metodologia ja descrita).

2.2.2) Caracteres moleculares

Para o estudo filogenético utilizando caracteres moleculares foram obtidos tecidos
(musculo e/ou figado) de 2 exemplares de populagdes de cada espécie do grupo R. marina,
de acordo com a estado taxondmico atual das espécies, pela sua grande area de distribuigao.
Como grupos externos, foram utilizados tecidos de Melanophryniscus fulvoguttatus, Rhaebo
guttatus, Rhinella gr. margaritifera (sensu Fouquet ef al., 2007), Rhinella granulosa e
Rhinella crucifer.

Amostras de tecidos foram preservadas em etanol absoluto e/ou congeladas e estocadas
a -80°C. Amostras estdo depositadas na colecdo de tecidos da Cole¢do Herpetoldgica da
Universidade de Brasilia (CHUNB) sob a curadoria do Dr. Guarino R. Colli (Tabela 2).
Autorizacdo para o acesso ao patrimonio genético ao Conselho de Gestdo do Patrimonio
Genético (CGEN) estd sob o nimero de protocolo: 21016.001071/2006-24.

Para a extragdo, primeiramente as amostras de tecido foram maceradas com uma

lamina limpa com base cortante. O DNA gendmico foi extraido utilizando o “DNeasy
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Tissue kit®” (Qiagen, InR., Chatsworth, CA). O tampdo de extra¢do ATL (“DNeasy Tissue
kit®”) e proteinase K (concentragdo final de 1mg/ml) foram usados para a lise dos tecidos.
Apos a homogeneizagdo, o DNA foi purificado com colunas de purificagdo (Qiagen, InR.,
Chatsworth, CA) e visualizados em gel de agarose a 1% em tampao TBE. A reagdo em
cadeira da polimerase (PCR) foi usada com o intuito de amplificar o fragmento génico usado
para as andlises (citocromo b). As condi¢des da amplificacdo do fragmento citocromo b
(mitocondrial) foram 35 ciclos de: 94°C (desnaturagao) por 60 segundos, 52°C (anelamento)
por 60 segundos e 72°C (extensdo) por 60 segundos.

Os iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento do fragmento citocromo
b foram os mesmos utilizados por Graybeal (1993). Para se amplificar este fragmento os
iniciadores foram os seguintes:

* MVZ43: (5' GAGTCTGCCTWATYGCYCARAT 3",
* MVZ28: (5' CGAGGCSCCYGCAATRATAA 3").

Posteriormente o produto da PCR foi purificado com as enzimas “shrimp alkaline
phosphatase” (SAP) e exonuclease I (EXO) (Biotech Pharmacon ASA), na proporcdo de
1 unidade/pl de SAP para 1 unidade/pl de EXO. Para cada 5yl de material amplificado
foi utilizado de 1-2pl de EXOSAP, dependendo da quantidade de material amplificado na
reagdo. O ciclo para a purificacdo constituiu-se de um primeiro passo a 37°C por 90 minutos
e um segundo de 80°C por 20 minutos. Este segundo passo € utilizado para desnaturagdo das
enzimas utilizadas.

Foram verificadas similaridades com bancos de dados (“GeneBank™), utilizando-se
algoritmos de busca (“BLAST”) para confirmar se as seqiiéncias obtidas eram realmente as
de interesse. As seqiiéncias foram obtidas pelo seqiienciador automatico ABI 377 (Applied
Biosystem). Previamente, foram analisadas visualmente pelo programa Bioedit (Hall,
2005). Posteriormente, estas foram analisadas e editadas no programa SeqScape v2.1%.
Este programa analisa as condi¢des das seqiiéncias por critérios pré-estabelecidos. Se as
sequéncias ndo satisfazem as condig¢des estabelecidas no programa ela ndo € aceita. Neste
programa, as condigdes giram em torno de parametros como andlise de eletroferogramas,

sinal das sequéncias, bem como sua pureza. Além disso, o programa cria seqiiéncias
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consenso por comparacdo das seqliéncias inseridas. Para alinhamento foi utilizado o
programa Clustal X (Thompson ef al., 1997) ja que o fragmento amplificado e sequenciado
¢ codificante. Apds um alinhamento prévio, foram analisados “gaps”, sitios duvidosos e
erros das seqiiéncias baseados em eletroferogramas e nas seqii€ncias previamente alinhadas
dos outros espécimes no SeqScape, principalmente no inicio e final das seqiiéncias, onde o
resultado apresentado pelo sequenciador ¢ de pior qualidade. Apos finalmente editadas, as
seqiiéncias foram alinhadas pela tradugao de seus aminoacidos utilizando-se como referéncia
seqiiéncias obtidas no “GeneBank”. Com o objetivo de se obter o maximo possivel de
informacao das seqiiéncias, apos o alinhamento, os “gaps” das extremidades das seqiiéncias
foram substituidas por “?”. Um total de 45 seqiiéncias de citocromo b foram obtidas dos
espécimes estudados (grupo interno e externo). No entanto, apenas 26 foram usadas para a
filogenia molecular. Esta escolha das seqiiéncias foi baseada principalmente na qualidade das
seqiiéncias utilizando-se o programa SeqScape. Das espécies R. schneideri (Brasilia-DF), R.
schneideri (Buritizeiro-MQG), R. cerradensis (Cocos-BA), R. veredas (Buritizeiro-MG), R.
achavali (Rivera-Uruguai), R. jimi (Arembepe-BA) e R. granulosa (Rio Branco-AC) foram
obtidas boas seqiiéncias de dois individuos. Foi entdo criada uma seqiiéncia consenso entre
os espécimes da mesma populacdo para a filogenia utilizando-se o programa SeqScape. No
final, foram geradas 14 seqiiéncias que foram incluidas nas andlises (quatro delas referentes
a espécies do grupo externo). Infelizmente, ndo existe referéncia no “GeneBank” para
seqiiéncias de citocromo b de Rhaebo guttatus. Esta espécie, portanto, ndo pdde ser incluida
como grupo externo. Para a relagdo dos espécimes e dados referentes a estes ver Tabela
2. Foram obtidas 451 bases alinhadas de citocromo b incluindo os “gaps”. Desta forma as
seqiiéncias (matriz), ficaram prontas para as andlises filogenéticas de parcimonia e para a
analise de modelo de evolugdo (Modeltest v. 3.06) e posteriores andlises filogenéticas com
os métodos Bayesianos. A relacdo dos espécimes ¢ dados referentes a estes se encontram na
Tabela 2. A porcentagem de variacdo dos nucleotideos no 1°, 2° e 3°’s codons foi avaliado

pelo programa MEGA 4 (Tamura ef al., 2007).
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2.2.3) Caracteres morfoldgicos

Os caracteres morfoldgicos foram obtidos em parte do trabalho de Pramuk (2006),
assim como pelo presente trabalho. Em sua hipotese filogenética dos até entdo “Bufo” sul-
americanos, Pramuk (2006) utiliza caracteres moleculares e morfologicos. Foram utilizados
83 caracteres morfologicos de Pramuk (2006), que sd@o em quase sua totalidade osteologicos.
Pramuk (2006) utilizou nesta andlise, caracteres de osteologia cranial e axial, descritos
por Lynch (1971), Martin (1972a, b), Pregill (1981), Cannatella (1985), Morrison (1994),
Mendelson (1997a) e Pramuk (2000, 2002). Além destes, alguns caracteres de anatomia
das partes moles e do tegumento (e.g. morfologia da glandula parotdide) foram incluidos
na andlise de Pramuk (2006). Um caractere relacionado a corpos de gordura inguinal foi
codificado da literatura (Da Silva ¢ Mendelson, 1999). Para detalhes dos caracteres e os
possiveis estados pode-se consultar o artigo de Jennifer Pramuk (Pramuk, 2006). Dentre
os caracteres utilizados a maioria ¢ binaria e 13 multiestados. Pramuk (2006) preparou
espécimes das seguintes espécies do grupo Rhinella marina para analise morfoldgica: R.
arenarum, R. marina, R. poeppigii € R. schneideri. Com o intuito de completar a matriz
de dados com as demais espécies do grupo R. marina, foram preparados espécimes das
demais espécies do grupo, inclusive as espécies novas descritas durante o periodo desta
presente tese: R. achavali, R. cerradensis, R. icterica, R. jimi, R. rubescens e R. veredas.
Foram também utilizados espécimes do trabalho de Pramuk (2006) como grupos externos:
Melanophryniscus stelzneri, Rhaebo guttatus, Rhinella gr. margaritifera, R. granulosa e
R. crucifer. A espécie Melanophryniscus stelzneri ndo é a mesma utilizada nas andlises de
secre¢do cutdnea e molecular. Nestas andlises, foi utilizada a espécie Melanophryniscus
Sfulvoguttatus. No entanto, as espécies de Melanophryniscus foram agrupadas na analise de
evidéncia total, formada pelas trés particdes deste trabalho (caracteres de secrecdo cutanea,
morfologicos e moleculares). As duas espécies de Melanophryniscus pertencem ao mesmo
grupo fenético (grupo Melanophryniscus stelzneri) (Cruz e Caramaschi, 2003) e apesar
da incerteza sobre sua relagdo de parentesco as espécies foram combinadas como sendo o
mesmo taxon.

Para a obtenc¢do dos dados foram diafanizados/macerados dois espécimens de cada
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uma das seguintes espécies do grupo R. marina: R. achavali, R. arenarum, R. cerradensis,
R. icterica, R. jimi, R. rubescens e R. veredas, com exce¢do de R. achavali, R. arenarum (um
exemplar ja havia sido preparado por Pramuk, 2006) e R. jimi no qual somente um espécime
foi preparado. A Tabela 3 relata os espécimes preparados para a obtencdo dos caracteres
morfoldgicos por Pramuk (2006) e por este trabalho. Os espécimes diafanizados foram
preparados utilizando-se o protocolo de Taylor e Van Dyke (1985) ou Hanken e Wassersug
(1981). Os exemplares macerados foram preparados a mao e depois enterrados por um periodo
de trés meses para a obtengao do esqueleto. Observagdes da morfologia dos exemplares foram
feitas com auxilio de microscopio estereoscopico. Os exemplares diafanizados e macerados
encontram-se depositados na Cole¢do Antonio Sebben-Universidade de Brasilia (ASUnB) e
na Cole¢@o Herpetoldgica da Universidade de Brasilia (CHUNB) (Tabela 3).

Os caracteres foram obtidos diretamente dos espécimes. Em casos de estado de caracter
ndo conhecido (e.g. por danos ou devido a falta de um elemento) ou por inconsisténcia ldgica,
os caracteres foram codificados como ndo-conhecidos (“?”’). A polaridade de transformacgao
foi determinada pela comparacdo com os grupos externos. Todos os caracteres foram

considerados ndo-ordenados. A terminologia osteologica usada seguiu Trueb (1993).

2.2.4) Analises filogenéticas

Para este trabalho foram conduzidas analises filogenéticas para as trés particdes
obtidas: caracteres de secrecdo cutanea, moleculares e morfologicos. Além disso, analises
combinadas com os diferentes conjuntos de dados foram feitas (parcimdnia e Bayesiana). Os
grupos externos foram escolhidos com base em sua relagcdo com as espécies que compdem
o grupo Rhinella marina. Melanophryniscus ¢ considerado o género mais basal dentro da
familia Bufonidae (Hass, 2003; Frost ef al., 2006; Pramuk, 2006). Rhaebo guttatus é outra
espécie basal dentro das linhagens de Bufonidae sul-americanas (Pramuk, 2006). Rhinella gr.
margaritifera, R. granulosa e R. crucifer, sao representantes de grupos fenéticos considerados
monofiléticos e intimamente relacionados com as espécies de R. marina por Pramuk (2006)
e Pramuk ez al. (2008). A topologia ndo foi forcada em nenhuma das analises. As analises

foram feitas em dois computadores Macintosh G3 e G4 (programas MacClade 4.0, PAUP
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4.0b 10 e Modeltest v. 3.06) e em dois PC’s AMD Sempron e Workstation com processador
duplo (programa Mr. Bayes v 3.1).

O método da parciménia produz filogenias com base no menor nimero de passos
(mudancas evolutivas) possiveis. Apesar de amplamente usado, ndo ¢ um método que permite
a inclusdo de parametros para avaliar a evolu¢do de um grupo de dados e, além disso, ndo
necessariamente a historia de um grupo de organismos poderia ser explicada da maneira
mais parcimoniosa possivel. Nas analises de parcimonia, foram gerados dados para todas as
parti¢cdes e os conjuntos de dados combinados, como: lista de apomorfias, comprimento das
arvores, indices de consisténcia, retengdo e grau de suporte de “bootstrap” (Felsenstein, 1985;
1000 pseudoreplicagdes e cinco taxons aleatdrios de adi¢do de réplicas) (valores maiores que
75% considerados suportados) (Hillis e Bull, 1993). Além disso, também foi gerado o indice
de Bremer (indices maiores ou iguais a quatro considerados para clados bem suportados)
(Macey et al., 1997), implementado pelos programas MacClade e PAUP. Foram também
utilizadas as otimizacdes de mudancas de estado de caracter oferecidas pelo programa PAUP
4.0b 10 (ACCTRAN e DELTRAN). ACCTRAN (transformagdo acelerada) significa que o
método interpreta a mudanga no estado de caracter como acontecendo mais cedo na filogenia
e favorece a visualizagdo de reversdes. J4 DELTRAN (transformacéo tardia) é usado para
interpretar as mudangas no estado de caracter quanto mais tarde na filogenia possivel e
favorece a visualiza¢do de convergéncias. As analises foram conduzidas de forma que o
grupo externo fosse parafilético em relagdo ao grupo interno, considerado monofilético.
Assim foi possivel testar o monofiletismo do grupo interno, justificando assim também o
uso de varios tdxons como grupo externo. O método de “bootstrap” tem sido criticado por
alguns autores na literatura (e.g. Kitching et al., 1998; Grant e Kludge, 2003). Por isso, para
se testar o grau de suporte dos clados, foi utilizado também o indice de Bremer.

Segundo Huelsenbeck et al. (2002), a probabilidade a posteriori gerada pela anélise
Bayesiana pode ser interpretada como a probabilidade de que a arvore (ou o clado) seja
a correta. As analises Bayesianas foram conduzidas pelo programa MrBayes v. 3.1.2
(Huelsenbeck e Ronquist, 2001) para todas as parti¢des e os conjuntos de dados combinados.

Andlises foram iniciadas a partir de arvores aleatdrias e foram conduzidas de modo a atingir
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1.000.000, 2.000.000 ou mesmo 4.000.000 de geracdes dependendo da analise e grupo de
dados (caracteres). As arvores foram coletadas a cada 100 geracdes, resultando em 10.000,
20.000 ou 40.000 pontos de amostragem (ou arvores) dependendo da andlise e grupo de
dados (caracteres). Fez-se o uso de graficos do valor do logaritmo de verossimilhanga
contra o numero de geragdes para a detecg@o da “estabilizag@o” dos valores do logaritmo de
verossimilhan¢a. Qualquer ponto de amostragem antes da “estabiliza¢do” foi considerado
como “amostras da fase de aquecimento” (“burning samples”). A “estabilizacdo” indica a
convergéncia dos valores de logaritmo da verossimilhanga e todas as arvores (pontos de
amostragem) obtidas apds a “estabiliza¢cdo”. O programa PAUP 4.0b 10 foi usado para obter
uma arvore de consenso da maioria (50%), onde, previamente as andlises, foram retiradas as
arvores (ou pontos de amostragem) provenientes da “fase de aquecimento”. Como padrdo o
programa MrBayes v. 3.1.2 gera duas analises (“runs”’) com os dados da particdo. A arvore de
consenso foi feita a partir do consenso das duas “corridas”. Valores maiores do que 95 foram
considerados significantes para um grupo bem suportado (e.g. monofiletismo corroborado)
(Leaché e Reeder, 2002). Foram utilizados diferentes modelos para o calculo das taxas de
variagdo entre os caracteres, dependendo da natureza do conjunto de dados analisados.

Nao ha como precisar o melhor método de inferéncia para gerar uma hipotese
filogenética de um grupo de organismos. E dificil comparar parciménia e Bayesiana, pois
partem de métodos totalmente diferentes. Portanto, nesta presente tese optou-se por obter os

dados e discutir os resultados das diferentes inferéncias de forma igualitéria.

2.2.4.1) Caracteres de secrecdo cutanea

Para o conjunto de dados de secreg¢@o cutanea, foram implementadas andlises de
parcimOnia e Bayesiana. De forma usual, os caracteres de secre¢do cutdnea foram codificados
como auséncia (0) e presenca (1) de cada uma das moléculas. Para isto utilizou-se o programa
MacClade 4.0 (Maddison e Maddison, 1992). Para R. poeppigii, que ndo foi amostrado para
este conjunto de dados os caracteres foram codificados como ndo-conhecidos ou “missing”
(7). Na analise de parcimonia foi usado o método de busca heuristica (devido ao grande

nimero de terminais deste conjunto de dados=21).
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Analises Bayesianas foram iniciadas a partir de arvores aleatdrias e foram conduzidas
de modo a atingir 1.000.000 de geragcdes. As arvores foram coletadas a cada 100 geracdes,
resultando em 10.000 pontos de amostragem (ou arvores). Foi utilizado o modelo “taxas
de distribuicdo gamma” para o céalculo das taxas de variagdo entre os caracteres. O uso
deste parametro melhor se aproxima do modelo Markoviano necessario para estimar
filogenias baseadas em dados morfoldgicos através de critérios de verossimilhanga. Dada
a inexisténcia de melhor critério para os caracteres de secrecdo cutdnea optou-se por usar
0 mesmo parametro usado para os caracteres morfoldgicos ja que foram codificados com

presenca e auséncia de cada um dos caracteres.

2.2.4.2) Caracteres moleculares

Andlises de parcimonia e Bayesiana também foram executadas para o conjunto de
dados moleculares. Para a construgao e edicdo da matriz de seqii€ncias de nucleotideos (A,
T, C e G) apods o alinhamento foi utilizado o bloco de notas® (“Notepad®”) ja exportado do
programa BioEdit (Hall, 1999) como arquivo Nexus (nex). O programa ModelTest v. 3.06
(Posada e Crandall, 1998) foi utilizado para se avaliar o modelo de evolugdo de seqiiéncia
que melhor se adequou aos dados moleculares obtidos. Este programa fornece um total de
56 opg¢des de modelos de evolugdo diferentes. “Gaps” das extremidades das seqiiéncias ndo
foram considerados como um quinto estado.

Analises de parcimdnia também foram implementadas no programa PAUP 4.0b 10.
Para esta analise utilizou-se o método de busca “branch-and-bound”.

Andlises Bayesianas foram iniciadas a partir de arvores aleatdrias e foram conduzidas
de modo a atingir 4.000.000 de geragdes. As arvores foram coletadas a cada 100 geragdes,
resultando em 40.000 pontos de amostragem (ou arvores). A estabilizagdo foi obtida apds a
5.000° geragao. Foi utilizado o modelo de evolucao escolhido pelos testes de razao hierarquica

de verossimilhang¢a implementados pelo programa ModelTest v. 3.06.

2.2.4.3) Caracteres morfologicos

Os caracteres morfologicos foram codificadas como caracteres binarios e multiestado

36



(Pramuk, 2006) diretamente dos exemplares e entdo analisados com os métodos de parcimonia
e Bayesiana. Para a anélise de parcimonia utilizou-se a procura “branch-and-bound”.

As andlises Bayesianas foram iniciadas a partir de arvores aleatorias e foram
conduzidas de modo a atingir 1.000.000 de geracdes. As arvores foram coletadas a cada
100 geragdes, resultando em 10.000 pontos de amostragem (ou arvores). A estabilizagdo foi
obtida apos a 2.500°* geragdo. Foi utilizado o modelo “taxas de distribuicdo gamma” para o
calculo das taxas de variag¢do entre os caracteres. O uso deste parametro melhor se aproxima
do modelo Markoviano necessario para estimar filogenias baseadas em dados morfologicos

através de critérios de verossimilhancga.

2.2.4.4) Andlises combinadas

As andlises combinadas foram feitas com os caracteres moleculares, secre¢do
cutanea e os morfologicos obtidos neste presente trabalho e por Pramuk (2006). Como os
grupos de caracteres de secre¢@o cutdneos ¢ moleculares possuem mais de uma amostragem
populacional para algumas espécies (Tabelas 1 e 2), nas andlises combinadas e de evidéncia
total foi feita uma combinacdo das populagdes das espécies das partigdes de forma que
as localidades fossem as mais proximas geograficamente possiveis. Para a realizacdo das
andlises de parcimonia e Bayesianas as particdes foram combinadas como arquivo Nexus
(nex), onde foram adicionados os comentarios necessarios para proceder as analises. As
analises de parcimodnia foram feitas com o método de busca “branch-and-bound”.

As andlises Bayesianas foram iniciadas a partir de arvores aleatorias e foram
conduzidas de modo a atingir 4.000.000 de geragdes. As arvores foram coletadas a cada 100
geracdes, resultando em 40.000 pontos de amostragem (ou arvores). As estabiliza¢des foram
obtidas apds a 5.000? geracdo. Foi utilizado o modelo “taxas de distribui¢do gamma” para o
calculo das taxas de variag@o entre os caracteres de secre¢do cutaneos ¢ morfoldgicos. Para
os caracteres moleculares foi utilizado o modelo de evolucao escolhido pelos testes de razao

hierarquica de verossimilhanca implementado pelo programa ModelTest v. 3.06.
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2.3) RESULTADOS
2.3.1) Dados das espécies coletados para este estudo

Foram obtidas para este trabalho, matrizes com dados das espécies do grupo R.
marina, além dos espécimes utilizados como grupos externos para a obtenc¢ao dos dados de
caracteres de secre¢c@o cutanea, moleculares e morfoldgicos. Estes caracteres foram utilizados
para gerar cladogramas com os dados das partigdes e combinados. Dados referentes a estes
espécimes encontram-se em forma de tabelas (ver MATERIAL E METODOS). Em todas as
analises de parcimoOnia (parti¢des e dados combinados) as arvores resultantes das analises
por ACCTRAN e DELTRAN (consenso estrito ou a mais parcimoniosa) foram idénticas
em relag@o a suas topologias, indices de consisténcia e reten¢do e semelhantes no indice
de “bootstrap”. Optou-se por mostrar apenas os cladogramas resultantes das andlises por

ACCTRAN.

2.3.2) Caracteres de secrecdo cutanea

Cromatografias em camadas delgadas demonstram, como ja observado previamente
em outros taxons (Maciel et al., 2003; 2006), uma clara variagdo na composicdo da secre¢io
das glandulas parotoides (indolalquilaminas) de espécies do grupo R. marina (Figs. 13 e 14)
e de espécies usadas como grupos externos. Um total de 16 caracteres de secre¢do cutdnea
(glandulas parotdides) foram obtidos. Os caracteres foram obtidos pelos Rf’s, quando
nitidamente eram consideradas moléculas diferentes, apesar de alguns com Rf’s parecidos.
Para esta amostragem da série de transformagao e para a melhor visualizagcdo das moléculas
(“spots”) mesmo que somente tragos, foi utilizado o programa Adobe Photoshop CS2®. As
linhas de grade, na horizontal e vertical e as fotos em alta resolug@o, ajudaram na delimitagdo
dos caracteres com a maior precisdo possivel dos caracteres. Além disso, a coloragdo dos
“spots” também foi usada para a individualizagdo dos caracteres. As indolalquilaminas
apresentaram os seguintes Rf’s: 0,053 para BTD; 0,273 para DHB; 0,366 para DHB-S; 0,593
para 5-HT; 0,780 para BTN. As demais 11 indolalquilaminas nio identificadas apresentaram

os seguintes Rf’s: 0,820; 0,880; 0,440; 0,660; 0,093; 0,133; 0,313; 0,013; 0,860; 0,213;
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0,626. A matriz com os dados de secre¢do cutanea esta representada no Anexo 3. As analises
filogenéticas com este grupo de caracteres ndo apresentaram uma boa resolucdo, por causa
do baixo nimero de caracteres (16) em relagdo ao nimero de terminais (21).

Na matriz, existem duas populagdes das espécies Rhinella cerradensis, R. icterica
(uma delas foi descrita como uma subespécie por Cochran, 1950) e R. veredas, além de
cinco populagdes de R. schneideri. Esta amostragem foi feita com o intuito de se averiguar
variacdes interpopulacionais nos caracteres de secrecdo cutanea nas espécies (Tabela 1),
principalmente para R. schneideri, do qual o trabalho de variagdo individual, sexual e sazonal
também foi feito. Foi observada variacdo entre os exemplares na composi¢ao dos caracteres
de secre¢do cutanea das cinco populagdes de R. schneideri amostrada apenas no caracter 9
(Rf=0,133). Nos exemplares de Botucatu (SP) e Prado (BA) foi observada a presenga deste
caracter, enquanto que em Sao Gongalo do Para (MG), Buritizeiro (MG) e Brasilia (DF) este
caracter ndo foi observado. Também ocorreu variagdo na composi¢ao das indolalquilaminas
no caracter 9 (Rf=0,133) da espécie R. veredas. Os espécimes de Cocos (BA) possuem este
caracter enquanto nos de Buritizeiro (MG) ndo foi observado. Houve variagdo no caracter
12 (Rf=0,313) na espécie R. cerradensis. Nos exemplares de Cocos (BA), foi observada a
presenca deste caracter, enquanto que nos de Brasilia (DF) nio foi observado. Finalmente,
também ocorreu variagdo no caracter 11 (BTN) nas populacdes de R. icterica. Nos exemplares
de Lebon Régis (SC) foi observada a presenga do caracter enquanto que nos de Atibaia (SP)
ndo foi observado.

Decidiu-se por ndo apresentar dados minuciosos da hipotese gerada apenas por
caracteres da secrecdo cutdnea e considera-los como caracteres adicionais para a resolugdo
da hipodtese gerada conjuntamente por caracteres morfoldgicos e moleculares. A analise de
parcimOnia apresentou 70.508 arvores mais parcimoniosas. A arvore de consenso estrito
¢ uma grande politomia e de 50% da regra da maioria apresentou uma melhor resolucéo,
obviamente pelo método empregado. A arvore de consenso estrito mostra Melanophryniscus
como espécie mais basal, um clado unindo Rhaebo guttatus € Rhinella granulosa e outro
clado com os demais terminais (Fig. 15). A arvore de consenso de 50% da regra da maioria

mostra mais uma vez Melanophryniscus como espécie mais basal e com relagdes entre os
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taxons bastante improvaveis, certamente pelo baixo nimero de caracteres (Fig. 16). Cada
arvore apresentou 31 passos. A andlise de “bootstrap” da arvore de 50% da regra da maioria
apresentou o clado Rhaebo guttatus e Rhinella granulosa com um suporte de 66%. Apesar
do baixo nimero de caracteres obtidos (16), apenas trés ndo sdo informativos.

A andlise Bayesiana também apresentou uma arvore com uma grande politomia
com todos os taxons amostrados (cladograma nido mostrado). O suporte também foi bem
fraco. Decidiu-se por ndo mostrar o cladograma, pois, para este grupo de caracteres nao foi
encontrada uma fase de “estabiliza¢do”, mesmo que o numero de geragdes deste grupo de

caracteres tenha sido aumentado para 4,0 x 10 geragdes (ver DISCUSSAO).

Estudo sobre a variacido dos caracteres de secrecio cutinea (uso da espécie Rhinella
schneideri como modelo)

Ascromatografiasndomostraramdiferengasqualitativasnestascincoindolalquilaminas
(BTD, DHB, DHB-S, 5-HT e BTN) presentes na secre¢do das glandulas parotdides de
Rhinella schneideri. Estas cinco aminas inddlicas foram evidenciadas em todas as amostras
coletadas.

Os resultados obtidos da andlise das indolalquilaminas presentes na secrecdo das
glandulas parotdides dos animais recapturados ao longo dos meses de coleta mostraram que
ndo existe diferenca qualitativa individual e sazonal. As andlises feitas comparando machos
e fémeas mostraram que também nao existe diferenca sexual qualitativa. Devido a auséncia
de variacdo, ndo foi possivel estabelecer a influéncia de fatores bidticos e abidticos na
composi¢do destas cinco indolalquilaminas presentes na secre¢do das glandulas parotdides

de R. schneideri.

2.3.3) Caracteres moleculares

Como esperado, os iniciadores amplificaram as seqiiéncias parciais dos genes
citocromo b. O material amplificado quase nunca apresentou bandas inespecificas, assim
como contaminagdes. As enzimas EXO e SAP produziram boa purificagdo do material

amplificado. As condi¢cdes de amplificagdo variaram um pouco entre as espécies, o que ¢
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comum em trabalhos de filogenia. Por volta de 100 conjuntos reacdes de PCR (entre quatro
e 12 amostras cada uma) foram feitas.

Como esperado, a maioria das diferengas ocorrem no terceiro cédon, seguido pelo
segundo e depois o primeiro. Como encontrado por Graybeal (1993), hd um déficit de “G”
na terceira posic¢ao (dados ndo mostrados).

De um total de 451 caracteres, 268 sdo constantes, 91 sdo parcimoniosamente
informativos e 92 parcimoniosamente nao informativos. A matriz com os dados moleculares
encontra-se no Anexo 5.

A andlise de parcimdnia apresentou 50 arvores mais parcimoniosas, cada uma com
344 passos. A arvore de consenso estrito (Fig. 17) apresentou um comprimento de 351
passos, indice de consisténcia de 0,706, indice de retencdo de 0,576 e indice de consisténcia
excluindo os caracteres ndo-informativos de 0,567. O cladograma apresentou baixa resolugdo,
com uma politomia grande, além de uma aparentemente improvavel relagdo de parentesco,
principalmente do grupo externo em relagdo as espécies do grupo interno. Rhinella
crucifer se apresenta como espécie mais basal, seguida de R. granulosa (Melanophryniscus
Sfulvoguttatus + R. gr. margaritifera). Rhinella rubescens seria a espécie mais basal do grupo
R. marina de acordo com este grupo de caracteres. Esta espécie € seguida de R. achavali + R.
icterica (Atibaia-SP) + R. icterica (Lebon Régis-SC). Ha entdo uma grande politomia entre
as populagdes de R. schneideri amostradas + R. cerradensis + R. poeppigii + (R. jimi + R.
marina). Esta grande politomia € seguida de R. veredas + R. arenarum. A érvore de 50% da
regra da maioria ndo mostrou uma resolu¢do muito melhor e é¢ mostrada na figura 18.

Indices de “bootstrap” sio mostrados nos nés da figura 17. O grupo Rhinella marina
se mostra pouco suportado (valor de 58%). R. rubescens + R. achavali + R. icterica (Atibaia-
SP) + R. icterica (Lebon Régis-SC) mostraram baixo suporte de 57%. A grande politomia:
populagdes de R. schneideri amostradas + R. cerradensis + R. poeppigii + (R. jimi + R.
marina) apresentaram alto suporte de 84%. Estas espécies com R. veredas apresentaram
suporte de 78%.

O teste de razdo de verossimilhanga implementado no programa Modeltest favoreceu

o modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G, 1985) (com sitios invariaveis e distribui¢ao
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gamma) que melhor explica o modelo de evolucdo das seqii€ncias obtidas. As freqiiéncias de
base inferidas também inferidas pelo teste de razdo de verossimilhanga, freqiiéncias de bases
substituidas, a razdo dos sitios invaridveis e parametros de distribuicdo gamma (G) inferidos
pelo critério de informagao “akaike” sdo mostrados na Tabela 4.

As andlises Bayesianas com os dados de caracteres moleculares sob o modelo de
evolucdo HKY+G apresentaram melhor resolucéo e alguns clados bem suportados (valores
maiores que 95) do que a arvore de consenso estrito gerada pelas analises de parcimdnia. No
entanto, a relacdo de parentesco ¢ ainda mais improvavel (Fig. 19). As espécies R. granulosa
e R. gr. margaritifera (grupo externo) ficam inseridas dentro do grupo R. marina fazendo
deste um grupo parafilético. Os clados suportados sdo formados pelas espécies: R. icterica
(Atibaia-SP) + R. achavali + R. rubescens + R. icterica (Lebon Régis-SC) (suporte de 98). R.
Jjimi+ R. marina (suporte de 97); as populacdes de R. schneideri amostradas + R. cerradensis

+ R. poeppigii + R. jimi + R. marina (suporte de 100).

2.3.4) Caracteres morfoldgicos

De um total de 83 caracteres e 15 taxons, 12 caracteres se mostraram constantes, 27
sd0 caracteres variaveis ndo-informativos e 44 se mostraram informativos. A matriz com os
dados de caracteres morfoldgicos encontra-se no Anexo 4.

A analise de parcimodnia apresentou uma arvore mais parcimoniosa (Fig. 20), com 132
passos. O indice de consisténcia foide 0,727, o deretengdo de 0,591 e o re-escalonado 0,430. O
indice de consisténcia excluindo os caracteres ndo-informativos foi 0,644. Melanophyniscus
aparece na base da arvore, seguido de Rhinella gr. margaritifera e um clado formado por
Rhaebo guttatus e Rhinella crucifer. Em seguida Rhinella granulosa, e depois uma pequena
politomia (tricotomia) formada por Rhinella marina, Rhinella poeppigii e os taxons restantes.
Estes estdo colocados da seguinte forma na topologia: (Rhinella schneideri + ((Rhinella
icterica + Rhinella jimi) + (Rhinella cerradensis + ((Rhinella achavali + Rhinella veredas)
+ (Rhinella arenarum + Rhinella rubescens))))).

O grupo Rhinella marina de acordo com os caracteres morfologicos nas analises
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de parcimoOnia ¢ um grupo monofilético suportado pelos caracteres (sinapomorfias): 16
(em vista posterior, o ramo ventral do escamosal forma um angulo ventrolateral), 31 (a
articulacdo entre o ramo medial do pterigdide e a ala do paraesfendide é formado por uma
sutura — sinapormofia Unica e irreversivel do grupo R. marina (Figs. 11 e 12; R. cerradensis)
(sensu Pramuk, 2006)), 32 (a extensdo anterior do processo cultriforme se estende além do
foramen orbitonasal), 34 (esfenoetmoéide pouco ossificado, criando uma grande exposi¢do
triangular do plano da cartilagem anterorbital), 52 (o angulo anterior da margem da diapofise
sacral faz um angulo posterior) e 70 (a forma do pterigdide em vista dorsal ¢ relativamente
delgada). Todos estes caracteres promoveram mudancas de estado ndo ambiguas. O
caracter 48 (orientagdo posterolateral do processo transverso da vértebra pré-sacral VII)
¢ sinapormofia das espécies do grupo interno com excec¢do de R. marina e R. poeppigii
(mudanca ndo ambigua). O clado das espécies R. arenarum + R. rubescens + R. achavali +
R. veredas + R. cerradensis + R. icterica + R. jimi é suportado pelo caracter 10 (a articulagdo
do processo anterior do vomer se d& apenas pela maxila) (mudanga ndo ambigua). O clado
R. icterica e R. jimi € suportado pelo caracter 55 (em vista lateral, o angulo da margem
anteroventral da sinfise do ileo é obtuso em relacdo ao eixo da cintura pélvica) (mudanga
ndo ambigua). O clado das espécies R. arenarum + R. rubescens + R. achavali + R. veredas
+ R. cerradensis é suportado pelo caracter 18 (o formato da columela ¢ redondo) (mudanga
ndo ambigua). O clado das espécies R. arenarum + R. rubescens + R. achavali + R. veredas ¢
suportado pelos caracteres 5 (em vista dorsal, a forma da margem posterior dos 0ssos nasais
¢ relativamente “branda” e perpendicular ao eixo medial do cranio) (mudanca ambigua) e
73 (a forma da glandula parotéide € ovdide ou triangular) (mudanga ndo ambigua). O clado
R. achavali + R. veredas é suportado pelos caracteres 10 (a articulagdo do processo anterior
do vomer se da pela pré-maxila somente) (mudanga ndo ambigua) e 48 (os processos das
vértebras V e VI tém o mesmo comprimento) (mudanga ndo ambigua). E, finalmente, o clado
R. arenarum + R. rubescens ¢ suportado pelo caracter 37 (em vista ventral, a margem anterior
do esfenoetmoide se estende anteriormente até a margem posterior do vomer) (mudanca nao
ambigua).

A analise de “bootstrap” apresentou Rhinella arenarum + Rhinella rubescens com
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um suporte de 62%. Um outro clado formado por estas duas espécies e R. achavali, R.
cerradensis, R. icterica, R. jimi, R. marina, R. poeppigii, R. schneideri ¢ R. veredas, com
um suporte de 80%. Todos os taxons ja citados juntamente com R. granulosa formam um
clado suportado em 75%. Todas as espécies acima formam com Rhaebo guttatus e Rhinella
crucifer um grande clado suportado em 83%.

As andlises Bayesianas com os dados de caracteres morfologicos ndo apresentaram
boa resolucdo (Fig. 21). Nenhum clado possui valores superiores a 0,95. Melanophyniscus
e Rhinella gr. margaritifera sao basais na topologia, seguido por Rhaebo guttatus e Rhinella
crucifer. Estas duas ultimas espécies formam com os demais tdxons um clado suportado pelo
valor de 0,61. Aqui, diferentemente das analises de parcimoénia, o grupo Rhinella marina nao
aparece como monofilético. Um clado suportado pelo valor de 0,84 ¢ formado por Rhinella
granulosa e as espécies do grupo de estudo. Dentro das espécies do grupo Rhinella marina,
a topologia possui pouquissima resolu¢do. Somente as espécies R. arenarum € R. rubescens

formam um clado suportado pelo valor de 0,86.

2.3.5) Analise combinada dos caracteres
Caracteres de secreciio cutinea e morfologicos combinados

De uma matriz de 15 tdxons e 55 caracteres, essas duas particdes combinadas
forneceram um conjunto de 12 caracteres constantes, 30 caracteres variaveis nao informativos
e 57 caracteres parcimoniosamente informativos. A andlise resultou em 10 arvores (cada
arvore com o comprimento de 160 passos) mais parcimoniosas € a analise de consenso
estrito ¢ bem resolvida com a presenca de apenas duas pequenas politomias (Fig. 22). Mais
uma vez, Rhinella granolusa se mostra grupo irmao das espécies do grupo R. marina,
diferentemente dos achados de Pramuk (2006), em que R. crucifer se mostra como irmao
das espécies de Rhinella do grupo marina e estes com o grupo R. granulosa. Os achados
de Pauly et al. (2004) também corroboram a relagdo intima entre R. marina e R. crucifer.
O grupo R. marina ¢ monofilético de acordo com este conjunto de dados combinados.
Possui uma pequena politomia entre R. marina e R. poeppigii (provavelmente pela falta

dos caracteres de secre¢@o cutdnea amostrados para R. poeppigii). As espécies R. achavali,
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R. veredas, R. arenarum e R. rubescens formam um clado. R. cerradensis + R. icterica
formam um clado (morfologias externas semelhantes) (Maciel ef al., 2007). R. schneideri +
R. jimi formam outro clado (morfologias externas semelhantes) (Stevaux, 2002). A arvore de
consenso estrito possui comprimento de 162 passos, indice de consisténcia de 0,654 (0,566,
excluindo os caracteres ndo informativos), de retengdo de 0,517, e re-escalonado de 0,338.
O grupo Rhinella marina é suportado, além dos caracteres ja mostrados com os caracteres
morfologicos, somente por dois caracteres de secre¢do cutanea de fatores de retengdo (Rf)
igual a 0,820 (mudanga ambigua) e Rf=0,860 (mudanca ndo ambigua). O clado formado por
R. achavali, R. veredas, R. arenarum ¢ R. rubescens ¢ suportado além dos caracteres 5 ¢ 73
(ja descritos nas andlises com caracteres de morfologia), pelos caracteres 18 (o formato da
columela ¢ redondo) (mudan¢a ndo ambigua), 48 (a orientacdo do processo transverso da
vértebra pré-sacral VII é perpendicular) (mudanga ambigua) e o caracter de secre¢do cutanea
de Rf=0,820 (mudanga ambigua). R. arenarum + R. rubescens é suportado pelos caracteres
10 (articulacdo entre o processo anterior do vomer somente com a maxila) (mudanga nao
ambigua), 37 (em vista ventral, a margem anterior do esfenoetmdide se estende anteriormente
até a margem posterior do vomer) (mudanga ndo ambigua), 48 (a orientagdo do processo
transverso da vértebra pré-sacral VII € posterolateral) (mudanga ambigua) e 95 (Rf=0,313)
(mudanca ndo ambigua). R. cerradensis, R. icterica, R. jimi e R. schneideri ¢ suportado pelo
caracter 48 (a orientagdo do processo transverso da vértebra pré-sacral VII é posterolateral).
O clado R. jimi + R. schneideri ¢ suportado pelos caracteres de secre¢do cutanea BTD
(Rf=0,053) (mudanga ndo ambigua) e o de Rf=0,313 (mudanca ndo ambigua). R. cerradensis
+ R. icterica suportado pelo 10 (articulagdo entre o processo anterior do vomer somente com
a maxila) (mudang¢a ndo ambigua) e 28 (a face medial do corpo do paraesfendide forma um
par de sulcos que convergem medialmente) (mudang¢a ndo ambigua). A arvore de 50% da
regra da maioria pelo método empregado, ¢ obviamente melhor resolvida e mostrada na Fig.
23. Fica resolvida a relagdo entre R. marina ¢ R. poeppigii. As duas arvores de consenso
sugerem dois subgrupos dentro do grupo Rhinella marina (sensu Maciel et al., 2007).
Analise de “bootstrap” da arvore de consenso estrito suporta o clado do grupo Rhinella

marina em 80%. A espécie R. granulosa fica como irma do grupo de estudo (suportado em
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63% pelo “bootstrap”). Estes clados, seguidos Rhinella crucifer e Rhaebo guttatus, formam
um clado suportado por 84%. Como membros basais encontram-se Melanophyniscus e
Rhinella gr. margaritifera. Um clado composto por R. icterica + R. cerradensis (similares
em sua morfologia externa) ¢ suportado em 59% e R. arenarum e R. rubescens em 71%.

O cladograma da andlise Bayesiana com os caracteres de secrecdo cutinea e
morfoldgicos ¢ menos resolvido do que a andlise de parcimdnia com o mesmo conjunto
de caracteres. No entanto, ¢ mais resolvido do que a analise Bayesiana com os caracteres
morfologicos somente. O género Rhinella (obviamente levando em consideragdo os
pouquissimos exemplares do género), forma um clado suportado em 0,91 (Fig. 24). A
topologia ndo mostra o grupo R. marina como monofilético, e sim parafilético em relagio
a R. granulosa (suporte fraco de 0,68). Um ponto interessante sdo os clados R. schneideri
+ R. jimi (com morfologias externas semelhantes) (assim como na andlise de parcimodnia)
(suporte 82) e R. icterica + R. cerradensis (com morfologias externas semelhantes) (assim
como na analise de parcimdnia) (suporte 0,91), e ainda um clado com um dos subgupos
sugerida por Maciel ef al. (2007) composto por R. arenarum, R. rubescens, R. achavali e
R. veredas (suportado pelo valor de 0,55). O tnico clado bem suportado é o formado por R.

arenarum + R. rubescens (suportado pelo valor de 0,95).

Caracteres morfologicos e moleculares combinados

Somente foram executadas analises de parcimdnia para os caracteres moleculares
e morfoldgicos combinados. De uma matriz de 14 tdxons (quatro grupos externos) e um
total de 534 caracteres, 298 caracteres se mostraram constantes, 116 parcimoniosamente
informativos e 120 parcimoniosamente ndo-informativos. A andlise resultou em trés arvores
mais parcimoniosas e o cladograma de consenso estrito ¢ mostrado na figura 25. Cada arvore
apresentou 427 passos. A arvore de consenso estrito também apresentou 427 passos. O indice
de consisténcia ¢ de 0,721, o de retengdo é de 0,530 ¢ o re-escalonado ¢ 0,382. O indice
de consisténcia excluindo os caracteres ndo informativos € de 0,581. Esta analise mostra
uma boa resolugdo, com a presenga de apenas uma politomia e uma relagdo de parentesco

mais provavel, evidenciando o grupo Rhinella marina como monofilético. R. granulosa se
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mostra como irmao do grupo R. marina, diferentemente dos achados de Pauly ez al. (2004)
e Pramuk (2006). R. icterica e R. achavali formam um clado e estes formam outro com R.
rubescens. As espécies supracitadas formam outro clado com R. arenarum e estes com R.
veredas. Ha um outro clado formado por R. schneideri+ R. cerradensis + R. jimi + R. marina
+ R. poeppigii.

O grupo R. marina foi suportado em 88% (valor de “bootstrap”). O clado formado por
R. schneideri, R. cerradensis, R. jimi, R. marina e R. poeppigii foi suportado em 83% (Fig.
25). O cladograma de 50% da regra da maioria € idéntico em sua topologia ao cladograma

de consenso estrito (ndo mostrado).

Caracteres de secrecio cutinea, morfolégicos e moleculares combinados (evidéncia
total)

De uma matriz de 14 taxons (quatro grupos externos) e um total de 550 caracteres,
298 caracteres se mostraram constantes, 125 parcimoniosamente informativos e 127
parcimoniosamente ndo-informativos. A analise de parcimonia de evidéncia total resultou em
cinco arvores mais parcimoniosas e o cladograma de consenso estrito é mostrado na figura
26. Cada arvore apresentou 459 passos. A arvore de consenso estrito também apresentou
459 passos. O indice de consisténcia ¢ de 0,706, o de reten¢do € de 0,507 e o re-escalonado
¢ 0,358. Esta analise mostra uma resolucdo nao tdo boa como a gerada pelos caracteres de
secrecdo cutanea e morfologicos combinadas. Ha a presenga de uma politomia, mas o grupo
Rhinella marina ainda é suportado como monofilético. R. granulosa mais uma vez se mostra
como irmao do grupo R. marina. R. icterica € R. achavali formam um clado e estes formam
outro com R. rubescens. As espécies supracitadas formam outro clado com R. arenarum e
estes com R. veredas. Ha um outro clado (local da politomia) formado por R. schneideri + R.
cerradensis + R. jimi + R. marina + R. poeppigii.

O grupo R. marina foi suportado em 83% (valor de “bootstrap”). Valor menor do que
a andlise de parcimOnia com os caracteres de secre¢cdo cutanea e morfologicos combinados.
O clado formado por R. schneideri, R. cerradensis, R. jimi, R. marina ¢ R. poeppigii foi

suportado em 87% (Fig. 26). O cladograma de 50% da regra da maioria ¢ um pouco mais
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resolvido do que o cladograma de consenso estrito e ¢ mostrado na figura 27.

Ja as andlises Bayesianas com todos os caracteres (evidéncia total) apresentaram
melhor resolucdo (Fig. 28) do que a gerada pelo método da parciménia (Fig. 26) e a
topologia corrobora dados da literatura (e.g. Pramuk, 2006). Trés clados sdo bem suportados.
O grupo interno (Rhinella marina) forma com R. crucifer (grupo irmao nesta analise) um
clado suportado com um valor de 0,97. R. schneideri + R. cerradensis + R. poeppigii +
R. jimi + R. marina formam um clado suportado por um valor de 0,99, no entanto ha uma
pequena politomia. R. schneideri + R. jimi formam um clado suportado com um valor de
0,96. No entanto, os valores de suporte das probabilidades a posteriori ndo corroboram o

monofiletismo do grupo interno (0,59).
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2.4) DISCUSSAO
2.4.1) Caracteres de secre¢do cutanea

Os caracteres de secre¢do cutdnea obtidos das glandulas parotdides das espécies
estudadas, ndo contribuiram fortemente para a resolugdo da filogenia. No entanto, parece ter
sinal filogenético e contribuiram como caracter complementar na filogenia. Houve pequenas
diferencas populacionais nos caracteres de secre¢ao cutdnea amostrados. Apenas um dentre
16 caracteres variaram dentre populagdes de R. icterica, R. cerradensis, R. schneideri ¢ R.
veredas. E dificil saber a origem desta variacio. Esta variacdo poderia ser fruto de pequenas
diferengas na composi¢do entre populagdes, ou de limitagdes do método (cromatografia
em camada delgada), ou mesmo de fendmenos de hibridagdo. Sabe-se que na regido de
Botucatu (SP) ha hibridagdo entre R. icterica e R. schneideri (Marques, 2002). O espécime
R. icterica de Lebon Régis (SC) foi descrito como uma subespécie (Bufo ictericus mertensi)
por Cochran (1950).

Os caracteres de secrecdo cutanea constituem até 0 momento, um grupo de caracteres
alternativos para o estabelecimento de relagdes de parentesco. Apesar de estes caracteres
parecerem apresentar informacgao filogenética (Maciel et al., 2006; Grant et al., 2006), muito
ainda ¢é necessario adicionar sobre o conhecimento da validade destes. Uma das questdes
fundamentais € a utilizacdo dos perfis destes caracteres em uma série de transformagdes
(codificagdo dos caracteres). Grant et al. (2006) consideram complexo o uso dos perfis
de “alcaloides de dendrobatideos” como caracteres pela sua origem na dieta (Daly et al.,
1994a). O que significa que a ocorréncia de um alcaldide € determinada ndo pelo gendtipo,
mas pela disponibilidade no ambiente da fonte da dieta (fazendo deste grupo de caracteres
uma caracteristica ndo estabelecida por uma relagdo entre ancestralidade e descendéncia).
Estes caracteres de secre¢do cutanea diferem das aminas indolicas, usadas como caracteres
na presente tese, pois sdo originarias do proprio metabolismo do animal. No entanto, apesar
da dependéncia do ambiente dos “alcaldides de dendrobatideos”, ha também um aspecto
que ¢ claramente recebido por heranca no sistema de captacdo destes alcaldides. Este

sistema ¢ capaz de seqliestrar apenas um subgrupo de alcaldides ingeridos na dieta ou varia
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drasticamente na eficiéncia da acumulagdo de diferentes classes de alcaldides (Daly et al.,
1994b, 2003; Garrafo et al., 2001). Como todos os caracteres fenotipicos, a expressdo dos
caracteres de alcaldides € devida a uma combinacdo de gendtipo e o ambiente. Assim, Grant
et al. (2006) propdem uma hipdtese de homologia, embora cautelosos, para os perfis de
alcaldides.

As condig¢des utilizadas para a realizagdo de cromatografias em camada delgada
dependem de uma série de variantes, como o tamanho da cuba, granulacao da silica da placa
cromatografica, qualidade e conservagdo dos solventes utilizados, tempo de exposi¢do da
fase movel (saturacdo) dentro da cuba, dentre outros. Portanto, pode haver alguma variagao
nos Rf’s entre cromatografias realizadas com a mesma amostra. No entanto, ndo existe uma

variacdo significativa e aparentemente as homologias podem ser definidas com precisao.

Estudo sobre a variacio dos caracteres de secreciio cutanea (uso da espécie Rhinella
schneideri como modelo)

As analises feitas por este trabalho ndo mostraram diferengas qualitativas no perfil de
aminas inddlicas presentes nas glandulas parotoides de exemplares de R. schneideri coletados
na Estagio Ecolégica de Aguas Emendadas no Distrito Federal. Nio foi observada diferenca
qualitativa sexual. No entanto, foram coletadas amostras de poucas fémeas, o que poderia
influenciar os resultados. Uma analise de um niimero maior de amostras de exemplares de
fémeas podera confirmar os atuais dados.

Schwartz (1993) realizou estudos qualitativos e quantitativos de indolalquilaminas de
varias espécies de bufonideos neotropicais e verificou uma variagdo quantitativa, incluindo
amostras de R. schneideri. Pires Jr. (2002) observou diferengas quantitativas de tetrodotoxina
e analogos (alcaloides polares presentes na secre¢do de certos grupos de anfibios) em
Brachycephalus ephippium, o que poderia influenciar na toxicidade dos animais. A analise
dos resultados obtidos com os animais recapturados permitiu observar que nao existe
variacdo sazonal qualitativa das cinco aminas inddlicas estudadas/identificadas (BTD, DHB,
DHB-S, 5-HT e BTN) encontradas na secrecdo das glandulas parotdides de R. schneideri.

Visualmente, pdde-se observar uma aparente variagdo quantitativa (Fig. 29). No entanto,
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essa analise quantitativa € subjetiva e nada se pode afirmar sobre esta observagao, pois ainda
ndo foram feitas andlises apropriadas de dosagem e estatisticas.

Como ja descrito anteriormente, as indolalquilaminas presentes na secre¢do cutanea
de anfibios sdo produzidas pelo préprio metabolismo do animal e resultam da agdo de
enzimas especificas. As andlises de dosagem feitas por Schwartz (1993) indicam que
exemplares de diferentes localidades de R. crucifer coletados em Sao Paulo (SP) e em Belo
Horizonte (MG) apresentaram grande diferenga quantitativa das indolalquilaminas, mas,
em analise qualitativa, o perfil de aminas inddlicas foi idéntico. Atualmente, os espécimes
destas localidades representam espécies distintas (Baldissera Jr. ef al., 2004). A variagao
quantitativa pode também estar relacionada a condi¢do de cada animal, ou seja, questdes
como quantidade de reservas energéticas, estado reprodutivo, ou mesmo injirias causadas
por interacdes agonisticas, inter ou intra-especificas. Um estudo esta sendo feito para avaliar
as diferencas quantitativas e correlaciona-las a fatores bidticos e abidticos ja obtidos.
Como essas moléculas sdo provenientes de enzimas especificas, essa auséncia de variagao
qualitativa das indolalquilaminas em R. schneideri poderia demonstrar que o conjunto (perfil
de cada espécie) destas moléculas pode ser espécie-especifica, ou seja, poderia ser usada
como caracter para gerar filogenias (andlises de parentesco a partir de um ancestral comum),

ou mesmo na taxonomia, para a identificacio de espécies.

2.4.2) Caracteres moleculares:

O cladograma de consenso estrito da andlise de parcimonia (Fig. 17) difere
marcadamente do cladograma mais parcimonioso gerado pelos caracteres morfoldgicos
(Fig. 20). O possivel subgrupo de espécies (sensu Maciel et al., 2007) ndo é suportado por
este grupo de caracteres moleculares. Como ja discutido previamente, conjuntos de dados de
naturezas diferentes podem gerar hipéteses filogenéticas diferentes. E indiscutivel que ambas
as parti¢des fornecem uma boa quantidade de caracteres filogeneticamente informativos. Até
o momento ¢ dificil saber a causa desta incongruéncia nos conjuntos de dados. Testes de
congruéncia podem ser feitos para tentar estabelecer a origem das diferencas.

O fragmento mitocondrial citocromo b tem sido usado amplamente na filogenia de
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anuros (e.g. Graybeal, 1993; Fouquet et al., 2007) e, com sucesso, tem resolvido as relagdes
de parentesco entre diversos grupos. No presente trabalho, o fragmento amplificado provou
fornecer uma grande quantidade de sitios informativos. Como premissa aos sinais filogenéticos
gerados pelas diferentes partigdes, as discussdes finais acerca das relagdes de parentesco do
grupo Rhinella marina serdo feitas com os dados gerados pelas andlises de evidéncia total.
Pramuk et al. (2008) geraram uma hipdtese filogenética de Bufonidae baseados em diversos
fragmentos génicos, mas nao utilizam citocromo b, o que dificulta as comparagdes. Além
disso, ha pouca amostragem dos taxons do grupo R. marina por Pramuk et al. (2008).
Inicialmente, antes da amplifica¢do do fragmento génico citocromo b, fragmentos dos
genes 12S e 16S rRNA mitocondriais foram amplificados e seqiienciados para os seguintes
espécimes: R. gr. margaritifera (Rondolandia-MT e Cacoal-RO), R. granulosa (Palmas-TO)
e R. icterica (Lebon Régis-SC). No entanto, as seqiiéncias tiveram pouquissima variag@o, o
que levou a mudanca do uso dos fragmentos a serem amplificados para citocromo b. Dados
sugerem que o fragmento citocromo b (assim como outros genes mitocondriais) possui
rapida taxa de mudangas entre os sitios € que possui baixo desempenho para resolugdo
de filogenias com divergéncias mais antigas (Graybeal, 1993). Hertwig et al. (2004)
argumentam que embora os genes 12S e 16S parecem carregar algum sinal filogenético
para eventos de cladogénese mais antigos (Mesozoico), o sinal ndo ¢ forte o suficiente para
resolver consistentemente as relagdes entre os grandes clados de Anura. Infelizmente, ndo foi
possivel amplificar todas as seqiiéncias necessarias dos espécimes para o fragmento génico
rodopsina 1 (fragmento génico nuclear) para a defesa da presente tese. Diversos trabalhos
tém se utilizado tanto de genes mitocondriais quanto nucleares para gerar filogenias, o que

possibilita obten¢do de informagdo em diferentes pontos de divergéncia entre os clados.

2.4.3) Caracteres morfoldgicos:

Os caracteres morfologicos da analise de parcimonia apresentaram uma boa resolugao
na topologia, com apenas uma pequena politomia (Fig. 20). O trabalho de Pramuk (2006)
apresentou baixa resolugdo e um total de 3.290 arvores mais parcimoniosas. Esta baixa

resolugdo da hipotese de Pramuk (2006) se dé pela maior quantidade de tdxons usados. Apesar
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da boa resolugdo da hipotese filogenética obtida desta tese com os caracteres morfoldgicos,
ndo ha grande variagdo nos caracteres de osteologia de cranio (a grande maioria dos caracteres
amostrados) entre as espécies que compdem o grupo Rhinella marina. O possivel subgrupo
de espécies dentro de R. marina (sensu Maciel et al., 2007) ¢ suportado pela andlise de
parcimOnia com este grupo de caracteres. No entanto, os caracteres de cranio podem ser
convergentes em “Bufo” (Pramuk, 2006) e qualquer inferéncia com o uso destes dados deve
ser feita com cautela.

Alguns caracteres morfoldgicos de Pramuk (2006) merecem aqui alguma discussao,
pois outras espécies de Rhinella foram amostradas, o que causou duvidas na interpretacao
de alguns estados. Além disso, aparentemente houve erro na codificacdo de alguns estados
por Pramuk (2006). O caracter 18 (formato da columela), de acordo com Pramuk (2006),
na maioria dos anuros tem o formato redondo (estado 1), enquanto em alguns taxons (e.g.
Leptodactylus ocellatus) ¢ em formato de lamina e comprimido anteroposteriormente (estado
0). Nos espécimes do grupo R. marina, assim como em diversos outros amostrados por
Pramuk (2006) este caracter foi codificado com o estado “0” (matriz de caracteres, pagina
418 de Pramuk, 2006), sendo que no exemplo da descri¢do do caracter, paginas 447—448 de
Pramuk (2006) ha o exemplo do proprio R. marina como sendo estado “1”. Foram enviados
para Pramuk fotos da columela (material diafanizado) de um espécime de R. achavali pelo
correio eletronico para a resolugdo desta questdo. Na resposta, Pramuk considera cada uma
das fotos do mesmo espécime enviado como um dos diferentes estados de caracter propostos.
Parece entdo haver uma dificuldade de se atribuir o estado deste caracter. Pode até mesmo
haver polimorfismos. Mais espécimes de cada espécie devem ser amostrados para rever os
estados deste caracter e sua contribuicdo para a filogenia de Bufonidae e do grupo R. marina.
O caracter 18 suporta alguns dos clados nas andlises e por hora deve ser considerado com
cautela. O caracter 73 (formato da glandula parotoide) apresenta quatro possiveis estados
de acordo com Pramuk (2006). Glandulas parotoides ausentes (0); presente e mais longa do
que larga (1); presente e ovoide ou triangular (2); presente e redonda (3). O problema aqui
também gira em torno da interpretagdo do estado do caracter. Algumas espécies do grupo R.

marina (e.g. R. icterica e R. cerradensis) possuem a glandula parotoéide mais longa do que
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larga (estado “1”’) e também ovdide ou triangular (“2”°). Poderia ser criado um outro estado
de caracter para alocar estas espécies e, portanto, por enquanto, estes dados tém também
que serem encarados com cautela. O caracter 68 (crista supraorbital) pode ter os seguintes
estados de acordo com Pramuk (2006): ausente (0); presente e derivado do frontoparietal,
que se desenvolve em uma inclinacdo medial, a orla da crista supraorbital (1); presente,
orientado verticalmente do plano do frontoparietal (2). O espécime R. jimi amostrado possui
um estado deste caracter diferente destes propostos por Pramuk (2006). A crista supraorbital
¢ totalmente plana ao eixo medial do cranio, ndo sendo vertical e também ndo apresentando
nenhuma inclinag@o. Outros espécimes devem ser analisados ou este poderia merecer um
quarto estado de caracter.

A arvore de consenso estrito, gerada pelas andlises de parcimonia de Pramuk (2006)
com os dados de morfologia, s6 apresenta quatro espécies do grupo Rhinella marina e,
mesmo assim existe uma politomia. Portanto, se torna dificil comparar os resultados de
Pramuk (2006) com os desta tese. Assim como os dados obtidos por Pramuk (2006), a
Unica sinapomorfia morfoldgica ndo reversivel que sustenta o grupo R. marina por dados
morfoldgicos ¢é a articulagdo entre o ramo medial do pterigdide e a ala do paraesfenoide
formada por uma sutura.

Pramuk (2006) discute a validade do uso da ordenagdo de caracteres multiestado para
gerar filogenias. Pramuk (2006) testou a ordenagdo de nove caracteres multiestado ordenados
(caracteres com numeros 6, 12, 14, 18, 25, 30, 32, 34 e 38). Muito tem sido discutido sobre
os efeitos da ordenagdo de caracteres (Hauser e Presch, 1991; Mickevich e Weller, 1990).
Ordenagdo de caracteres impde um conjunto de custos (passos) para a transformacg@o dos
caracteres baseados em suposi¢cdes sobre um modelo de evolugdo (Mickevich e Weller,
1990). Wilkinson (1992) argumenta que ordenamento de caracteres estd logicamente ligado
ao Principio Auxiliar de Hennig. Cada estado de transformag¢do de um caracter multiestado
representa modificacdes de um caracter homologo. Tratar os caracteres como nao ordenados
levaria a priori, a negar o Principio Auxiliar de Hennig. No entanto, poucas suposi¢des sao
feitas com caracteres ndo ordenados e, além disso, caracteres ordenados podem requerer

e representar modelos ndo-realisticos de evolu¢do de caracter ¢ podem ndo melhorar a
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resolucdo da topologia (Suter, 1994). Pela falta de dados ontogenéticos, Pramuk (2006)
discute somente dados da filogenia baseada com os caracteres ndo ordenados. Assim, as
analises filogenéticas com os caracteres morfoldgicos desta tese também foram feitas com
os caracteres ndo ordenados.

A analise Bayesiana somente com os caracteres morfologicos coloca o grupo Rhinella
marina como parafilético em relacdo a R. granulosa. De acordo com Pramuk (2006), R.
crucifer é o grupo irmao do grupo R. marina seguido das espécies do grupo R. granulosa.
Ainda, o possivel subgrupo de espécies dentro de R. marina (sensu Maciel et al., 2007) nao
¢ suportado. Apenas R. arenarum e R. rubescens formam um clado e, mesmo assim, pouco

suportado (0,51).

2.4.4) Caracteres combinados

Até o presente momento, esta filogenia ¢ a mais completa feita para as espécies do
grupo Rhinella marina. Tanto pela quantidade de taxons (principalmente devido as duas
descri¢des de espécies novas), como também pela amostragem de conjuntos de caracteres de
naturezas diferentes. Um total de 550 caracteres entre os de secre¢do cutdnea, morfoldgicos

e moleculares foi obtido.

Caracteres de secreciio cutinea e morfolégicos combinados

Os caracteres de secregdo cutanea e morfologicos combinados apresentam uma arvore
de consenso estrito ¢ 50% da regra da maioria relativamente bem resolvida nas analises de
parcimdnia. Apesar da falta da amostragem dos caracteres de secre¢@o cutanea para o tdxon
Rhinella poeppigii, ha resolucio na arvore de consenso 50% da maioria. Ha pontos comuns
e disparidades entre as andlises de parcimonia e Bayesiana com este conjunto de dados. A
disparidade mais importante diz respeito ao monofiletismo do grupo de estudo. Nas analises
de parcimodnia, o grupo R. marina é suportado em 80% (valor de “bootstrap” considerado
como provendo forte suporte), enquanto nas analises Bayesianas, o grupo ¢ considerado
parafilético em relagdo a R. granulosa. Esta heterogeneidade poderia ser explicada pela

diferengas nas premissas dos métodos empregados ou mesmo dos parametros empregados
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para cada um deles. No entanto, ha pontos em comum. Espécies com morfologia externa
semelhantes formam clados mesmo que pouco suportados em ambas as andlises (e.g. R.
rubescens + R. arenarum). Os dados morfologicos de Pramuk (2006) (analise de parcimonia)
também suportam o grupo R. marina como monofilético, apesar de apenas quatro espécies

terem sido amostradas (R. marina, R. poeppigii, R. schneideri e R. arenarum).

Caracteres morfologicos e moleculares combinados

Apesar do consideravel conflito entre estes conjuntos de dados, as diferencas sdo
fracamente suportadas. Portanto, os dados foram combinados e analisados conjuntamente
seguindo o proposto por Wiens (1998). Existem diversas razdes para incluir em analises
combinadas, mesmo pequenos grupos de dados morfoldgicos. Mesmo a uma pequena
propor¢ao (<5%) de caracteres morfoldgicos, quando combinados a grande quantidade
de dados moleculares podem significativamente influenciar os dados gerados pela analise
combinada (Nylander ef al., 2004). E sempre bom enfatizar que a inclusio de caracteres
morfoldgicos também € necessaria para reconstruir as relacdes dos fosseis e taxons extintos
recentemente que compdem mais de 99% de todas as espécies (Wiens, 2004) e ainda
permitem a discussdo da evolug¢do dos caracteres morfoldgicos e obtencdo de caracteres
filogeneticamente diagndsticos para os grupos taxondmicos (de Queiroz e Gauthier, 1992).
Na defini¢do dos sapos de “cranios amplo e estreito”, baseados na largura do cranio para
identificacdo das linhagens de “Bufo”, Blair (1972b) e Martin (1972a) em nenhum momento,
explicam como quantificaram o “tipo” de cranio. De acordo com Pramuk (2006), os caracteres
correlacionados com largura e quantidade de ossificagdo sdo altamente convergentes em
“Bufo”. Portanto, os resultados provenientes das analises morfoldgicas devem ser analisados
com cuidado.

As analises de parcimonia para os caracteres moleculares e morfoldgicos combinados
se mostram relativamente bem resolvidas (analise de consenso estrito resultado de trés
arvores mais parcimoniosas) € como uma boa quantidade de caracteres filogeneticamente
informativos. O grupo Rhinella marina de acordo com estas analises é monofilético (valor

de “bootstrap” 88%). R. granulosa mais uma vez se mostra como irmao do grupo R. marina,
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diferentemente de dados da literatura (Baldissera Jr., 2001; Pramuk, 2006) que consideram
grupo R. crucifer como grupo irmao do grupo R. marina. Pelo contrario, nesta analise R.
crucifer se mostra basal na topologia. Os subgrupos fenéticos sugeridos por Maciel et al.
(2007) nao sdo suportados. R. icterica forma um clado mal suportado com R. achavali,
R. rubescens, R. arenarum e R. veredas. O outro clado do grupo interno formado pelas
demais espécies: R. schneideri, R. cerradensis, R. jimi, R. marina, R. poeppigii tem melhor

suporte.

Caracteres de secrecio cutinea, morfolégicos e moleculares combinados (evidéncia
total)

Ao comparar as topologias da andlise de parcimdnia de evidéncia total (consenso
estrito) e da analise Bayesiana percebe-se que a andlise do método probabilistico estd melhor
resolvida. As duas analises suportam o grupo Rhinella marina como monofilético, apesar
do baixo suporte da anélise Bayesiana (Figuras 26 ¢ 28). No entanto, em todas das analises,
com exceg¢do da andlise de evidéncia total com evidéncia Bayesiana, R. granulosa € irmao
do grupo R. marina. A anélise Bayesiana (evidéncia total) corrobora dados da literatura (e.g.
Pauly et al.; Pramuk, 2006) evidenciando R. crucifer como irmao do grupo R. marina. Na
topologia do grupo interno, a diferenga entre parcimonia e Bayesiana estd na resolu¢do da
politomia onde se encontra o clado que envolve R. schneideri + R. cerradensis + R. jimi +
R. marina + R. poeppigii. Na andlise de parcimonia, todas as espécies formam uma grande
politomia (Figura 26). Na andlise Bayesiana, R. jimi e R. schneideri formam um clado
(espécies morfologicamente semelhantes, Stevaux (2002)) (Figura 28). Outra diferenca do
grupo interno, estd na posicdo de R. veredas na topologia. Na andlise de parcimoénia, R.
veredas forma um clado com R. icterica + R. achavali + R. rubescens.+.R. arenarum e estes
com R. veredas (Figura 26). Na andlise Bayesiana, R. veredas € espécie basal do grupo
R. marina e forma uma politomia com as demais espécies do grupo (Figura 28). Existe
ainda uma diferenga na posicao na topologia das espécies do grupo externo. Na andlise de
parcimonia, R. crucifer é a espécie basal (Figura 26). Ja na analise Bayesiana de evidéncia

total, Melanophryniscus e R. gr. margaritifera sdo espécies basais. Na falta de maiores
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evidéncias, e até a geragdo de outra relagdo de parentesco do grupo R. marina adicionando os
dados de seqiiéncias do fragmento génico nuclear rodopsina 1, poderia ser feita uma escolha
de filogenia do grupo R. marina, a andlise de evidéncia total usando o método Bayesiano
(Figura 28). Apesar do fraco suporte do grupo interno, apresenta melhor resolugdo, ¢ a
relacdo de parentesco melhor ¢ fundamentada com as espécies do grupo externo.

Nos ultimos anos, as andlises de parcimOnia e Bayesianas tém sido objeto de
debate. Apesar de amplamente usado, o método da parcimonia ndo permite a inclusdo de
parametros para avaliar a evolug@o de um grupo de dados e, além disso, ndo necessariamente
a historia de um grupo de organismos pode ser explicada da maneira mais parcimoniosa
possivel (Kitching et al., 1998). Empiricamente, tem-se observado na analise de diferentes
genes em primatas do Novo Mundo, que os valores de credibilidade da andlise Bayesiana
sdo, em geral, muito superiores aos de “bootstrap”, tanto para as andlises de parcimonia
quanto de maxima verossimilhanga. E isso ndo é algo trivial, porque grupos fracamente
suportados por valores de “bootstrap” podem ser validados na analise Bayesiana. Alguns
trabalhos t€ém demonstrado esta provavel deficiéncia no método por simulacdo (Suzuki et al.,
2002; Cummings et al., 2003). No entanto, isto ndo aconteceu com a maioria das analises
filogenéticas desta presente tese. Os clados nas andlises de parcimoOnia se mostraram mais
suportados por valores de “bootstrap” (particdes e andlises combinadas), na maioria das
analises, do que os valores com suporte considerados bons nas analises Bayesianas. Alfaro
et al. (2003), por métodos de simulacdo, sugerem que os valores de suporte gerados pelas
analises Bayesianas sdo de forma geral menos confidveis do que os valores de “bootstrap”
gerados tanto por andlises de parcimonia quanto pelas andlises de maxima verossimilhanga.
As probabilidades a posteriori nas analises Bayesianas sdo uma medida direta do grau de
apoio dos clados formados na andlise e possuem um significado diretamente associado ao
grau de confianga daquele clado (Huelsenbeck e Rannala, 2004).

Além do método Bayesiano, outro método probabilistico, a maxima verossimilhanca,
também foi desenvolvido e pode acomodar multiplos grupos de dados em uma anélise
filogenética. Nestes métodos, podem-se fazer suposicdes explicitas sobre os caracteres como

mudangas de seqiiéncias e permitem testes estatisticos de diferentes modelos um contra o
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outro para achar o que melhor se encaixa nos dados observados (Felsenstein, 1981), assim
como o método Bayesiano. O uso de modelos inapropriados pode atrapalhar as estimativas,
portanto € importante empregar escolhas de métodos a priori para o modelo mais apropriado
de evolucdo (Lemmon e Moriarty, 2004).

Nao foi possivel obter suportes de clados por indice de Bremer (“decay index”). Na
rotina para a execugdo, utilizando os programas MacClade e PAUP, os indices se mostraram
negativos em todas as andlises. De acordo com o manual do MacClade, os programas
MacClade e PAUP ndo sdo totalmente compativeis. Existem pequenas diferengas nos
“defaults” ou nos modos como certos calculos sdo feitos, e, além disso, ha diferengas nos
formatos dos arquivos de dados usados nos dois programas. Neste caso, como os indices
de Bremer se mostraram negativos, isso poderia representar um erro (“bug”) de um dos
programas. O método de “bootstrap”, assim como o de “jackknife” sdo métodos estatisticos
intensivos para avaliar estimativa de erro (Efron ef al., 1983). As discussdes na literatura
acerca do método de “bootstrap” (o fato de que suposi¢des estatisticas poderiam nao refletir
um contexto filogenético), ndo fizeram com que o método deixasse de se tornar o mais popular
dentre os métodos de suporte de clados usados. Muitos consideram “bootstrap” meramente
como indicativos de suporte e ndo em um contexto de teste de hipdteses. Analises com o
suporte de clados “jackknife” foi feito como os dados desta tese e mostraram resultados
similares aos de “bootstrap” (dados ndo mostrados). O suporte de Bremer (“decay index™)
ja ¢ uma medida de suporte de ramos que ¢ totalmente diferente (DeBry, 2001), possui
vantagens em muitos casos, mas também tem suas limitagdes (Bremer, 1994). A eficiéncia

dos diferentes métodos foi testada por Miiller (2005).
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10 mm

Figura 11 Cranio diafanizado de um exemplar de Rhinella cerradensis (ASUnB 2554). (A) Vista
dorsal e (B) Vista ventral. A drea azul corada por Azul de Alcian é cartilagem. (C) Vista ventral do
cranio de um exemplar macerado de R. cerradensis (ASUnB 2553). A seta indica a Unica
sinapomorfia morfolégica do grupo R.marina. Os nimeros aradbicos indicam caracteristicas do
cranio desta espécie (ver anexo na descricao de Rhinella cerradensis). As premaxilas foram
perdidas durante a preparacao.
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Bufo madnus Group

Medlal ramus of pterygoid broadly overlapping lateral
edge of parasphenoid ala

Figura 12 Desenho do cranio de um exemplar do grupo Rhinella marina mostrando com a
seta a Unica sinapomorfia morfoldgica irreversivel do grupo:a articulagao entre o ramo

medial do pterigdide e a ala do paraesfendide formado por uma sutura (retirado de Pramuk,

2004)
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Fig. 13 Cromatografia em Camada Delgada, silica gel H. Sistema de Solventes:
acetato de etila: isopropanol: amoénia (9:7:4 v/v/v). Revelador:
OPT/HCl/cisteina. Foto sob luz UV 375 nm. 1. Padrdes de BTD, DHB, 5-HT ¢
BTN, de baixo para cim. De 2 a 11: perfil do extrato metanolico da secre¢do das
glandulas parotoides das seguintes espécies: 2. Melanophryniscus fulvoguttatus
(Bonito-MS); 3. Rhaebo guttatus (Rondolandia-MT); 4. Rhinella gr.
margaritifera (Rondolandia-MT); 5. Rhinella granulosa (Cocos-BA); 6.
Rhinella crucifer (Itacaré-BA); 7. Rhinella arenarum (Rio Grande-RS); 8.
Rhinella rubescens (Brasilia-DF); 9. Rhinella achavali (Rivera-Uruguai); 10.
Rhinella veredas (Cocos-BA); 11 Rhinella veredas (Buritizeiro-MGQG).
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Fig. 14 Cromatografia em Camada Delgada, silica gel H. Sistema de Solventes:
acetato de etila: isopropanol: aménia (9:7:4 v/v/v). Revelador: OPT/HCl/cisteina.
Foto sob luz UV 375 nm. 1. Padrdes de BTD, DHB, 5-HT e BTN, de baixo para
cim. De 2 a 12: perfil do extrato metanolico da secre¢do das glandulas parotoides
das seguintes espécies: 2. Rhinella marina (Belém-PA); 3. Rhinella icterica
(Atibaia-SP); 4. Rhinella icterica (Lebon Régis-SC); 5. Rhinella schneideri
(Botucatu-SP); 6. Rhinella schneideri (Prado-BA); 7. Rhinella schneideri (Sao
Gongalo do Para-MQG); 8. Rhinella schneideri (Buritizeiro-MG); 9. Rhinella
schneideri (Brasilia-DF); 10. Rhinella jimi (Arembepe-BA); 11. Rhinella
cerradensis (Brasilia-DF); 12. Rhinella cerradensis (Cocos-BA).
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Melanophyniscus fulvoguttatus
ﬁ[ Rhaebo guttatus

Rhinella granulosa
L Rhinella gr. margaritifera
L Rhinella crucifer
L Rhinella arenarum
———— Rhinella rubescens
——— Rhinella achavali

———— Rhinella veredas Cocos (BA)

L Rhinella veredas Butitizeiro (MG)

| Rhinella marina

L Rhinella icterica Atibaia (SP)

L Rhinella icterica Lebon Régis (SC)

L Rhinella schneideri Botucatu (SP)

L Rhinella schneideri Prado (BA)

———— Rhinella schneideri Sao Goncalo do Para (MG)
L Rhinella schneideri Buritizeiro (MQ)

——— Rhinella schneideriBrasilia (DF)

——— Rhinella jimi

L Rhinella cerradensis Brasilia (DF)

L Rhinella cerradensis Cocos (BA)

Figura 15 Cladograma de consenso estrito da analise de parcimonia resultante da

andlise de 16 caracteres de indolalquilaminas (70508 arvores mais parcimoniosas)

(Comprimento =51,CI=0,313 e Rl =0,125).0 numero acima do né indica valor de
“bootstrap” provenientes de 1000 pseudoreplicacdes



Melanophryniscus fulvoguttatus

—— Rhaebo guttatus

L Rhinella granulosa
Rhinella gr. margaritifera
Rhinella crucifer
Rhinella arenarum
Rhinella rubescens
Rhinella achavali
Rhinella veredas Cocos (BA)

Rhinella veredas Buritizeiro (MG)

Rhinella marina

— Rhinella schneideri Botucatu (SP)

Rhinella schneideri Prado (BA)

Rhinella schneideri Sao Gongalo do Para (MG)

Rhinella schneideri Buritizeiro (MQG)

Rhinella schneideriBrasilia (DF)

Rhinella jimi

Rhinella cerradensis Cocos (BA)

Rhinella icterica Lebon Régis (SC)

Rhinella cerradensis Brasilia (DF)

Rhinella icterica Atibaia (SP)

Figura 16 Cladograma de 50% da regra da maioria da analise de parciménia resultante da analise
de 16 caracteres de indolalquilaminas (70508 arvores mais parcimoniosas) (Comprimento = 45,
Cl=0,356 e RI =0,098)
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Rhinella rubescens

Rhinella achavali

Rhinella icterica Atibaia (SP)
Rhinella icterica Lebon Régis (SC)
Rhinella schneideri Butitizeiro (MG)
Rhinella schneideri Prado (BA)
Rhinella cerradensis

Rhinella schneideri Sao Gongalo do Para (MG)
Rhinella jimi

Rhinella marina

Rhinella schneideri Brasilia (DF)
Rhinella poeppigii

Rhinella veredas

Rhinella arenarum
Melanophryniscus fulvoguttatus

Rhinella gr. margaritifera

Rhinella granulosa

Rhinella crucifer

Figura 17 Cladograma de consenso estrito da analise de parciménia proveniente da andlise de 451
caracteres moleculares (50 arvores mais parcimoniosas) (Comprimento = 344,Cl = 0,706 e RI = 0,576).
Os numeros acima dos nés indicam valores de “bootstrap” provenientes de 1000 pseudoreplicacées
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Rhinella rubescens

—— Rhinella achavali

L Rhinella icterica Atibaia (SP)

Rhinella icterica Lebon Régis (SC)

Rhinella schneideri Buritizeiro (MG)

Rhinella schneideri Sdo Gongalo do Para (MG)

Rhinella jimi

L Rhinella marina

Rhinella schneideri Brasilia (DF)

Rhinella schneideri Prado (BA)

Rhinella cerradensis

Rhinella poeppigii

Rhinella veredas

Rhinella arenarum

—— Melanophryniscus fulvoguttatus

| Rhinella gr. margatritifera

Rhinella granulosa

Rhinella crucifer

Figura 18 Cladograma de 50% da regra da maioria da analise de parcimoénia resultante da andlise

de 451 caracteres moleculares (50 arvores mais parcimoniosas) (Comprimento =344,Cl=0,721 e
Rl = 0,605)
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Rhinella rubescens
0.91

05— Rhinella achavali

0.98

L Rhinella icterica Atibaia (SP)

Rhinella icterica Lebon Régis (5C)
Rhinella schneideri Buritizeiro (MQ)

Rhinella schneideri Sao Gongalo do Para (MG)

0.97 Rhinella jimi

L Rhinella marina
0.79

Rhinella schneideriBrasilia (DF)

Rhinella schneideri Prado (BA)

1.0

Rhinella cerradensis

0.92

Rhinella poeppigii

0.78 Rhinella veredas

— Rhinella granulosa

0.78 0.84

L Rhinella gr.margaritifera

Rhinella arenarum

Rhinella crucifer

Melanophryniscus fulvoguttatus

Figura 19 Cladograma da andlise Bayesiana resultante da analise de 451 caracteres moleculares.
Os numeros acimas dos nés indicam valores de suporte ap6s andlise de 4 milhdes de geragdes.
Arvores foram obtidas a cada 100 geracdes
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Melanophryniscus stelzneri
Rhaebo guttatus
Rhinella crucifer
Rhinella granulosa
Rhinella achavali
Rhinella veredas
Rhinella arenarum
Rhinella rubescens
Rhinella cerradensis
Rhinella icterica
Rhinella jimi
Rhinella schneideri
Rhinella marina
Rhinella poeppigii

Rhinella gr. margaritifera

Figura 20 Cladograma mais parcimonioso da andlise de parcimoénia proveniente da andlise de 83
caracteres morfoldgicos (Comprimento = 132,Cl = 0,727 e Rl = 0,591). Os niUmeros acima dos
nds indicam valores de “bootstrap” provenientes de 1000 pseudoreplicacdes
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0.84
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Melanophryniscus stelzneri
Rhinella gr. margaritifera
Rhaebo guttatus
Rhinella crucifer

Rhinella granulosa
Rhinella achavali
Rhinella veredas
Rhinella poeppigii
Rhinella icterica

Rhinella cerradensis
Rhinella jimi

Rhinella schneideri

Rhinella marina

_ Rhinella arenarum

| Rhinella rubescens

Figura 21 Cladograma da andlise Bayesiana resultante da andlise de 83 caracteres morfolégicos.
Os numeros acimas dos nés indicam valores de suporte apds analise de 1 milhao de geragoes.

Arvores foram obtidas a cada 100 geracoes
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Melanophryniscus

—— Rhaebo guttatus

| Rhinella crucifer

Rhinella granulosa

84

Rhinella achavali

Rhinella arenarum

63

| Rhinella rubescens

Rhinella veredas

59 —— Rhinella cerradensis

80

L Rhinellaicterica

—— Rhinella jimi

| Rhinella schneideri

Rhinella marina

Rhinella poeppigii

Rhinella gr. margaritifera

Figura 22 Cladograma de consenso estrito da analise de parcimdnia proveniente da andlise
de 99 caracteres de indolalquilaminas e morfolégicos combinados (10 arvores mais
parcimoniosas) (Comprimento = 162, Cl = 0,654 e Rl = 0,517). Os niUmeros acima dos nds
indicam valores de “bootstrap” provenientes de 1000 pseudoreplicagcdes



Melanophryniscus
Rhaebo guttatus
Rhinella crucifer
Rhinella granulosa
Rhinella achavali
Rhinella arenarum
Rhinella rubescens
Rhinella veredas
Rhinella cerradensis
Rhinella icterica
Rhinella jimi
Rhinella schneideri

Rhinella marina

Rhinella poeppigii

Rhinella gr. margaritifera

Figura 23 Cladograma de 50% da regra da maioria da analise de parciménia proveniente da
analise de 99 caracteres de indolalquilaminas e morfolégicos combinados (10 arvores mais

parcimoniosas) (Comprimento = 161,Cl = 0,658 e Rl = 0,526)
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Melanophryniscus

Rhaebo guttatus

Rhinella gr. margaritifera
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056! o095 Rhinella arenarum

L Rhinella rubescens
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— Rhinella cerradensis
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———  Rhinella jimi
0.83

0.58

L Rhinella schneideri
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Rhinella poeppigii

Rhinella crucifer

Figura 24 Cladograma da analise Bayesiana resultante da analise de 99 caracteres de
indolalquilaminas e morfolégicos combinados. Os numeros acimas dos nés indicam valores
de suporte ap6s analise de 1 milhdo de geracdes. Arvores foram obtidas a cada 100 geracdes
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Figura 25 Cladograma de consenso estrito da analise de parciménia proveniente da andlise de 534

Rhinella rubescens

Rhinella achavali

Rhinella icterica

Rhinella arenarum

Rhinella veredas

Rhinella schneideri

Rhinella cerradensis

Rhinella jimi

Rhinella marina

Rhinella poeppigii

Rhinella granulosa

Melanophryniscus

Rhinella gr. margaritifera

Rhinella crucifer

caracteres moleculares e morfolégicos combinados (trés arvores parcimoniosas) (Comprimento = 427,

C1=0,721 e RI=0,530). Os numeros acima dos nds indicam valores de“bootstrap” provenientes de

1000 pseudoreplicagcdes
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Rhinella rubescens

Rhinella achavali

Rhinella icterica

Rhinella arenarum

Rhinella veredas

Rhinella schneideri

Rhinella cerradensis

Rhinella jimi

Rhinella marina

Rhinella poeppigii

Rhinella granulosa

Melanophryniscus

Rhinella gr. margaritifera

Rhinella crucifer

Figura 26 Cladograma de consenso estrito da analise de parcimonia proveniente da andlise de 550
caracteres de secrecao cutanea, moleculares e morfolégicos combinados (cinco arvores

parcimoniosas) (Comprimento = 459, Cl = 0,706 e Rl = 0,507). Os nimeros acima dos nds indicam
valores de “bootstrap” provenientes de 1000 pseudoreplicacdes
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Rhinella rubescens

_____ Rhinella achavali

| Rhinellaicterica

Rhinella arenarum

Rhinella veredas

Rhinella schneideri

Rhinella cerradensis

—— Rhinella jimi

L Rhinella marina

Rhinella poeppigii

Rhinella granulosa

— Melanophryniscus

L Rhinella gr. margaritifera

Rhinella crucifer

Figura 27 Cladograma de 50% da regra da maioria da analise de parciménia proveniente da analise
de 550 caracteres de secrecao cutanea, moleculares e morfolégicos combinados (cinco arvores
parcimoniosas) (Comprimento =476,Cl = 0,681 e Rl = 0,445)
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Rhinella rubescens
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Figura 28 Cladograma da analise Bayesiana resultante da analise de 550 caracteres de secrecao
cutanea, moleculares e morfolégicos combinados. Os numeros acimas dos nés indicam valores
de suporte ap6s analise de 4 milhdes de geracdes. Arvores foram obtidas a cada 100 geragdes
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Figura 29 Cromatografias em Camada Delgada, silica gel H. Sistema de Solventes:
acetato de etila: isopropanol: amoénia (9:7:4 v/v/v). Revelador: OPT/HCl/cisteina.
Foto sob luz UV 375 nm. 1. Padrdes de BTD, DHB, 5-HT e¢ BTN, de baixo para cima.
Placa 1 (de 2 a 5); e placa 2 (de 2 a 4): perfil do extrato metanolico da secrecdo das
glandulas parotdides de diferentes espécimes de Rhinella schneideri coletados no
mesmo dia demonstrando uma variagdo quantitativa.
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Tabela 4. Pardmetros do modelo de substituicdo molecular encontrado pelo programa

Modeltest para regido do fragmento citocromo b.

Freqiiéncias das bases Freqiiéncia de Distribuicdo Gamma Raz@o de sitios
substituicao (G) invariaveis
A=0.2570 A-C=2.7511 0.3479 1.8577
C=0.2822 A-G=6.3807
G=0.1675 A-T=1.3625
T=0.2933 C-G=1.9792
C-T=6.3807

G-T=1.0000




CAPiTULO 3
Biogeografia das espécies do grupo Rhinella marina
3.1) INTRODUCAO
3.1.1) Biogeografia e origem de Bufonidae e de “Bufo”

Existem diversas hipoteses de onde “Bufo” e os bufonideos se originaram e de como
explicar seu padrdo de distribui¢do atual. A ampla distribui¢@o e grande diversidade ecologica
sugerem que “Bufo” seria antigo (Tihen, 1972), possivelmente do final do Cretaceo, antes
da separacdo da Gondwana (Maxson, 1984). Com base na grande distribui¢cdo de “Bufo” ¢
pelo movimento dos continentes, Savage (1973) especulou que a familia Bufonidae dataria
de 80—150 milhdes de anos. Dados obtidos com albumina sugerem que os bufonideos teriam
se originado hé aproximadamente 80 milhdes de anos (Maxson, 1984). Estes e Reig (1973),
Savage (1973), Estes e Baéz, 1985, e Baéz e Nicoli (2004) sugerem que a diversificagdo de
“Bufo” em varios grupos de espécies ¢ um evento relativamente antigo. Baéz e Nicoli (2004)
registram fosseis de bufonideos do final do Oligoceno na regido de Salla na Bolivia. Baseados
na morfologia de fragmentos do ileo, duas espécies parecem estar representadas em Salla e
relacionadas a espécies do grupo Rhinella marina. Pramuk (2006) baseada em cladogramas
de area derivados de dados moleculares sugere a origem dos bufonideos durante a Gondwana.
Entretanto, esta origem mais antiga da familia tem sido encarada com ceticismo (Pauly ef al.,
2004), principalmente pela falta de fosseis de bufonideos antigos o bastante (nenhum com
mais de 60 milhdes de anos) para suportar uma origem pré-Gondwana. O fossil mais antigo
atribuido a “Bufo” data do final do Paleoceno de Itaborai, Rio de Janeiro, Brasil (cerca de 55
milhdes de anos; Baéz e Nicoli, 2004). O f6ssil mais antigo de bufonideo ¢ um pouco mais
antigo (cerca de 57 milhdes de anos; Baéz e Gasparini, 1979).

Pramuk ef al. (2008) empregaram métodos Bayesianos pela primeira vez para estimar
tempos de divergéncia e investigar a historia biogeografica de Bufonidae. Foi utilizada
uma hipotese filogenética baseada em 2.521 pares de bases de DNA (fragmentos génicos
mitocondriais e nucleares). Os resultados das estimativas foram usados para testar diversas
hipdteses biogeograficas (dispersdo e/ou vicariancia) da familia. Estimativas de tempos de

divergéncia obtidas das analises de Pramuk ef al. (2008) sugerem que Bufonidae é um grupo
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pos-Gondwano [78,3—98,8; 88,2 milhdes deanos (95% de intervalo de credibilidade e mediana,
respectivamente)] (originado na América do Sul e mais cedo do que previamente sugerido), e
que os clados dentro de Bufonidae sdo o resultado de diversificagdo no Paleoceno. A datagcdo da
diversificagdo estd de acordo com algumas hipoteses prévias da idade de bufonideos (e.g. San
Mauro et al., 2005). Os dados de Pramuk et al. (2008) ndo suportam a origem na Gondwana,
pois estimam a origem da familia depois da separa¢io da América do Sul e Africa. De acordo
Pramuk ez al. (2008), os fosseis atribuidos ao grupo R. marina por Baéz e Nicoli (2004)
foram descritos por por¢des incompletas do ileo esquerdo e sé poderiam ser incorporados
com confian¢a no clado Rhinella. Entretanto, os fosseis ainda sdo consideravelmente mais
antigos do que as estimativas de Pramuk ez al. (2008) para Rhinella (31—44 milhdes de anos).
Para complicar ainda mais Bufonidae ¢ morfologicamente bem conservado (Pramuk, 2006).
Assim, a datacdo destes fosseis € muito dificil e poderia estar sofrendo o efeito da pouca
variacdo morfologica, dificultando a alocacdo taxondmica do material, o que é uma situagao
particularmente bem problematica quando lidamos com fragmentos fésseis. Outro ponto
que dificulta a hipdtese da origem na Gondwana ¢ a auséncia de fésseis de bufonideos de
Madagascar e Australia-Nova Guiné. A continuidade das massas de terra com a América do
Sul via Antartida no fim do Cretaceo (Madagascar) e Paleogeno (Australia) ¢ bem suportada
por dados geoldgicos e bioldgicos (e.g. Sampson ef al., 1998; Hay et al., 1999; Noonan e
Chippindale, 2006). Entretanto, a enigmatica auséncia de grupos animais nao ¢ exclusiva de
bufonideos. Outros grupos com ampla distribuicado ou “distribuicdo Gondwanica” tais como
serpentes (Boinea), lagartos (Iguaninae), peixes (Ciclidae) e mamiferos “gondwanaterianos”
também estdo ausentes na Australia (e.g. Sampson et al., 1998; Vences et al., 2001; Noonan
e Chippindale, 2006). A auséncia destes grupos Gondwanicos nesse continente poderia ser
explicada por uma barreira impedindo a dispersdo na Antértida (Janis, 1993). A auséncia,
em Madagascar, desses grupos da Gondwana ¢ menos comum para estes taxons (e.g. répteis
e mamiferos). No entanto, esses grupos tém maior tolerancia do que os anuros a flutuagcdes
climaticas e salinidade que podem ser encontrados nesta conexido terrestre. A auséncia de
bufonideos em Madagascar também poderia ser explicada simplesmente por um efeito do

tempo. Todos os grupos da Gondwana (e.g. répteis e mamiferos) presentes nesta ilha estio
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extintos ou persistem com baixos niveis de diversidade (de uma a trés espécies).

Tihen (1962) postula que “Bufo” se originou nos trépicos do Velho Mundo, sugerindo
que os ancestrais colonizaram o Paleartico, subsequentemente o Neartico e, depois, a
América do Sul. Savage (1973) hipotetiza que os bufonideos teriam se originado na América
do Sul e depois se dispersado para a América do Norte e demais regides. Maxson (1981a,
b) conclui que a distribuicdo cosmopolita e relacdes entre os bufonideos foram resultado
de uma vicariancia durante a Gondwana seguida por dispersdo para a América do Sul,
posteriormente para a América do Norte e depois da Africa para a Eurasia. Um dos aspectos
marcantes nas recentes analises de filogenia de bufonideos (Pauly et al., 2004; Frost et al.,
2006; Pramuk, 2006) é o parafiletismo dos bufonideos sul-americanos. De acordo com a
recente classificagdo (Frost et al., 2006; Pramuk et al., 2008), os bufonideos na América
do Sul sdo compostos pelos géneros “mais antigos”: Melanophryniscus, Atelopus, Rhaebo,
Nannophyne e pelo mais recente Rhinella. Dado esse surpreendente padrao filogenético e a
provavel origem do grupo na América do Sul, a origem do género Rhinella (sul-americano)
e seu grupo irmao (clados da América do Norte e Central, Anaxyrus e Cranopis), sugerem
uma segunda invasdo dos bufonideos no Novo Mundo. A idade p6s-Gondwana e a posi¢ao
filogenética dos bufonideos do Velho Mundo sugerem uma dispersdo da América no inicio
do Paleogeno. A baixa tolerancia dos bufonideos a salinidade faz com que a dispersdo dos
bufonideos do Novo Mundo para a Africa e Eurésia seja improvavel, mas ndo impossivel,
ja que a dispersdo por agua salina ja foi proposta para explicar a dispersdo de outros
neobatraquios (de Queiroz, 2005). A Unica rota por terra plausivel para este grupo seria a
dispersdo em dire¢do ao Norte da América do Sul, entdo para América Central, América do
Norte, e finalmente para a Eurdsia via Beringia. Proposta similar foi feita por Blair (1972).
Apesar da amostra relativamente pobre de bufonideos Asidticos, o padrdo filogenético de
Pramuk ez al. (2008), combinado com as presumiveis conexdes terrestres, leva a crer o
favorecimento da migragdo pela conexdo via Beringia mais do que pelo Atlantico Norte.
As estimativas posteriores de Pramuk ez al. (2008) sugerem que o clado do Novo Mundo
(Rhinella + Cranopsis + Anaxyrus) divergem dos seus parentes do Velho Mundo no Eoceno

(43,3 milhdes de anos, 36,6—50 milhdes de anos; mediana e intervalo de credibilidade,
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respectivamente).

Apesar desses recentes achados, ainda pouco se compreende sobre biogeografia
de diversos grupos taxondmicos de Bufonidae. Esse também ¢ o caso do grupo Rhinella
marina. A datagdo molecular por meio de métodos de calibragdo como registros fosseis,
analises de areas ancestrais ¢ métodos Bayesianos, podem ser usados para determinar os
tempos de divergéncia e estabelecer os padrdes biogeograficos (dispersdo e/ou vicariancia)
que explicam a distribui¢do atual das espécies de um grupo. As espécies do grupo R. marina
tém ampla distribui¢do nos neotrépicos. R. arenarum tem distribuicdo no Sul do Brasil,
Uruguai, Bolivia, Argentina e Paraguai. R. icterica tem distribuicdo no Sudeste e Sul do
Brasil, Argentina e Paraguai. R. marina tem distribuicdo do Sul do Texas (EUA), passando
pelo México até o Norte da América do Sul. R. schneideri se distribui por grande parte
do Brasil, Paraguai, Bolivia, Argentina e Uruguai. R. poeppigii ¢ encontrada no Equador,
Peru e Bolivia. R. rubescens é encontrada nos Estados brasileiros de Goias, Minas Gerais,
Sao Paulo e no Distrito Federal. R. jimi é encontrada no Nordeste do Brasil, dos Estados
do Maranhdo até a Bahia. R. achavali é encontrada no Uruguai e no Sul do Estado do Rio
Grande do Sul, no Brasil. R. veredas é encontrada nos estados Brasileiros da Bahia, Piaui e
Minas Gerais. R. cerradensis possui distribui¢do nos seguintes Estados Brasileiros: Piaui,

Bahia, Goias, Minas Gerais ¢ no Distrito Federal (Frost, 2007; Maciel et al., 2007).

Neste capitulo pretendeu-se obter uma hipotese biogeografica do grupo R. marina
possivelmente explicada mais por padrdes historicos do que ecologicos. Isso se deve ao
fato de que a morfologia e a ecologia do grupo de estudo sdo muito conservadas. Além
disso, intencionou-se testar se a origem das espécies do grupo R. marina seria mesmo na
América do Sul, mais do que na América Central ou do Norte, devido a distribuicdo atual

das espécies.
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3.2) MATERIAL E METODOS

Os tempos de divergéncia foram estimados utilizando-se o rel6gio molecular relaxado
com enfoque Bayesiano, usando o pacote de programas MULTIDISTRIBUTE (Kishino et
al., 2001; Thorne e Kishino, 2002; Thorne ef al., 1998). Este tipo de analise incorpora tanto
informacdes moleculares quanto paleontoldgicas para estimar (calibrar) a variancia do tempo
de divergéncia.

Os tempos de calibragdo (calibradores) sdo unidades de tempo utilizadas para a
obtengao das estimativas do tempo minimo de divergéncia entre linhagens (clados) esperadas
entre a base e o topo da topologia. Ou seja, os tempos de divergéncia s3o unidades de tempo
inferidas para o ancestral de cada linhagem e o tempo atual em que vivemos. Nas analises, foi
usado o cladograma de consenso encontrado pela analise Bayesiana (evidéncia total) (Figura
28) e como matriz de dados, as seqii€ncias do fragmento gé€nico citocromo b desta tese
(Anexo 5) (ver CAPITULO 2, RESULTADOS e DISCUSSAO). Foram utilizados também
registros fosseis e tempos de divergéncia para a calibragdo em quatro pontos na hipotese
filogenética: (1) Bufonidae mais antigo, 57 milhdes de anos no final do Paleoceno (Baéz e
Gasparini, 1979); (2) “Bufo” mais antigo, 55 milhdes de anos também do final do Paleoceno
(Baez e Nicoli, 2004); (3) origem para Rhinella entre 31—44 milhdes de anos (Pramuk ez al.,
2007); (4) Rhinella marina mais antiga (11 milhdes de anos, durante o Mioceno) (Estes e
Wassersug, 1963; Sanchiz, 1998) (considerada neste trabalho para calibrar o grupo interno).
Para a calibra¢do do nimero maximo de unidades de tempo entre a base e o topo da topologia
imaginado (“bigtime”), foi utilizado o dado obtido por Pramuk (2006) (105 milhdes de anos
para a origem de Bufonidae).

Andlises de areas ancestrais baseadas no método da parcimonia foram feitas utilizando-
se o programa DIVA 1.1 (Ronquist, 1997). Este método emprega buscas por areas ancestrais
Otimas que minimizam eventos de dispersdo e vicariancia (Ronquist, 1997). Foram usadas
cinco grandes areas na América do Sul, Central e do Norte separadas por grandes eventos ou
barreiras geoldgicas deste o final do Eoceno até o inicio do Quaternario, que desempenharam

papel importante na diversificagdo de Bufonidae e principalmente Rhinella. Estas areas foram
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delimitadas pela distribui¢@o atual e apds os resultados obtidos dos tempos de divergéncia
e proposta da hipdtese biogeografica para o grupo R. marina e estdo a seguir: (1) América
Central e do Norte (Istmo do Panama), (2) escudo da Guiana, (3) escudo central brasileiro,
(4) escudo da costa brasileira e (5) regido meridional do continente Sul-americano.

As andlises foram feitas em um computador Macintosh G3 (programa MacClade
4.0) e dois PC’s AMD Sempron e Workstation com processador duplo (pacote de programas
MULTIDISTRIBUTE e DIVA versdo 1.1).

A partir dos dados de estimativas te tempo obtidos, com a filogenia de evidéncia total
das analises Bayesianas desta tese (CAPITULO 2), o padrio de distribuigdo das espécies
do grupo e o cendrio de mudangas geoldgicas e climaticas, foi elaborada uma hipdtese para

explicar a distribuicdo atual das espécies do grupo Rhinella marina.

92



3.3) RESULTADOS

A andlise de datagdo molecular indica que o grupo Rhinella marina se originou durante
o Mioceno, especificamente durante o Tortoniano hé cerca de 8,52 milhdes de anos [desvio
padrdo 1,32; 5,59-10,62 milhdes de anos de intervalo de credibilidade]. Além disso, parece
haver uma rapida irradiagdo das espécies dentro do grupo R. marina. Um subgrupo que ¢
composto pelas espécies R. arenarum, R. rubescens, R. achavali e R. icterica se originando
ha cerca de 6,80 milhdes de anos no Mioceno, especificamente no Messiniano [desvio
padrdo 1,56; 3,74-9,69 milhdes de anos de intervalo de credibilidade] e outro subgrupo
composto pelas espécies R. cerradensis, R. marina, R. poeppigii, R. schneideri e R. jimi e
que se origina ha cerca de 3,69 milhdes de anos durante o Pleioceno, especificamente no
Zancleano [desvio padrdo 1,59; 1,23—7,38 milhdes de anos de intervalo de credibilidade].
De acordo com os dados obtidos, a espécie mais antiga do grupo é R. veredas e as espécies
mais recentes sdo R. achavali e R. icterica irradiando ha cerca de 1,34 milhdes de anos, ja no
Quaternario [desvio padrdo 1,05; 0,73—9,98 milhdes de anos de intervalo de credibilidade].
R. schneideri e R. jimi se originaram hé cerca de 2,78 milhdes de anos, durante o Pleioceno,
especificamente no Piacenziano [desvio padrdo 1,44; 0,52—6,14 milhdes de anos de intervalo
de credibilidade]. A andlise das estimativas de tempos de divergéncia mostra também uma
rapida irradia¢do desde a origem de R. crucifer ha cerca de 10,05 milhdes de anos, no
Mioceno, especificamente durante o Tortoniano [desvio padrdo 0,82; 7,92—10,97 milhdes
de anos de intervalo de credibilidade]. Ja R. gr. margaritifera e R. granulosa demoraram
mais tempo para a irradia¢do. R. gr. margaritifera irradiou ha cerca de 46,26 milhdes de
anos, ainda no Eoceno [desvio padrdo 6,61; 35,56—61,06 milhdes de anos de intervalo de
credibilidade]. R. granulosa irradiou a cerca de 35,54 milhdes de anos, também no Eoceno
[desvio padrdao 3,23; 31,14—42,81 milhdes de anos de intervalo de credibilidade] (Figura
30).

Duas reconstrugdes mais parcimoniosas, com nove dispersdes do grupo interno foram
obtidas pelo programa DIVA (Fig. 31). A tinica diferenga esta relacionada a area ancestral do

ancestral mais recente de Rhinella achavali ¢ R icterica. Em uma das reconstrugdes a area
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ancestral destas espécies € a regido meridional do Sul do continente (S) (Fig. 31A), enquanto
na outra reconstrucdo da area ancestral deste clado ¢ o escudo central brasileiro (EC) (Fig.
31B). Em ambos os cenarios, a area ancestral do grupo R. marina € o escudo central brasileiro
(EC) (Fig. 31A e B). A grande maioria dos padrdes de distribui¢do € explicada por dispersao,
com excecdo do ancestral comum mais recente de R. arenarum, R. achavali ¢ R icterica, em

que o padrdo de distribui¢cdo € explicado por um evento vicariante.
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3.4) DISCUSSAO

Baseados na datagdo molecular (Figura 30), registros fosseis, tempos de divergéncia
retirados da literatura (Estes e Wassersug, 1963; Baéz e Gasparini, 1979; Sanchiz, 1998;
Baez e Nicoli, 2004; Pramuk, 2006; Pramuk e al., 2008), na distribui¢cdo atual das espécies
(Frost, 2007; Maciel et al., 2007) e nas mudangas geologicas e climaticas durante o Mioceno,
Plioceno e Quaternario é proposta uma hipdtese biogeografica para explicar a distribui¢ao
das espécies do grupo Rhinela marina no tempo e espago.

Diversos trabalhos corroboram a hipotese de que as espécies do género
Melanophryniscus sdo as mais antigas da familia Bufonidae (e.g. Hass, 2003; Pramuk, 2006;
Pramuk et al., 2007). O fossil mais antigo de Bufonidae data de 57 milhdes de anos, no final
do Paleoceno (Baéz e Gasparini, 1979). Esta data foi utilizada para “enraizar” a analises de
datacdo molecular. As demais espécies amostradas (espécies de Rhinella) originam-se da
provavel segunda invasdo dos neotrdpicos pelos bufonideos (sensu Pramuk ez al., 2008).
Infelizmente, ndo foi possivel sequenciar fragmento génico de Rhaebo guttatus, considerado
relacionado a primeira irradiagdo de Bufonidae nos neotrépicos (Pramuk ef al., 2008). A
datagdo da linhagem (nd) de Rhinella gr. margaritifera possui alto desvio padréo (6,61), assim
como intervalo de credibilidae (35,56—61,06 milhdes de anos). E possivel que a inclusio
de seqiiéncias de espécies como Rhaebo guttatus e/ou a obten¢do dos dados gerados pelas
seqiiéncias do fragmento génico rodopsina 1 (para a filogenia de evidéncia total), forneca
novos dados sobre estimativas de tempo de divergéncia e a credibilidade da datacdo. O
fragmento génico nuclear rodopsina 1 pode possuir sinal para divergéncias mais antigas,
além de ser o mais usado para gerar filogenia de anfibios (Frost ez al., 2007).

Diversos trabalhos de filogeografia apresentam hipdteses para explicar a grande
distribui¢do de Rhinella marina (espécie do grupo com maior distribui¢ao) (Slade e Moritz,
1998; Mulcahy e Mendelson III, 2000; Robertson, 2003; Mulcahy ez al., 2006). Esta espécie
possui caracteres morfoldgicos conservados, o que dificulta a obtengdo de diagnoses
diferenciais, caso existam espécies cripticas. A hipotese mais aceita é que R. marina tenha

se originado na América do Sul, ja que todas as outras espécies do grupo R. marina ocorrem
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no continente (e.g. Pauly et al., 2004; Pramuk, 2006). Trabalhos de filogeografia (Slade
e Moritz, 1998; Robertson, 2003), delimitam duas principais linhagens de R. marina
separados a leste e a oeste dos Andes venezuelanos. Robertson (2003) também encontra um
parafiletismo de populagdes de R. marina em relagdo a R. schneideri, assim como uma menor
distancia genética entre linhagens do México e EUA e linhagens da Costa Rica, Panama e
oeste venezuelano. Esta separacgdo corresponde ao Cinturdo Neovulcanico Trans-Mexicano
(TMNB), que surgiu no Pleioceno. Recentemente, Mulcahy ez al. (2006), utilizando datagao
molecular com os genes 16S e citocromo b, sugerem que a dispersdo de R. marina pelo
TMNB ocorreu subsequentemente a presenga da barreira no Istmo de Tehuantepec. Ou seja,
ndo suporta a hipdtese de que a maior causa vicariante das populagdes de R. marina foi o
soerguimento do TMNB. Pauly ef al. (2004) encontram um parafiletismo entre populacdes
de R. marina provenientes do Equador e Peru em relago a R. crucifer.

A configuragcdo geografica atual da América do Sul s6 foi alcangada no final do
Mioceno. Antes desta configuracdo, a América do Sul passou por profundas mudancgas
na topografia, ambiente e padrdes de drenagem dos rios (Lovejoy et al., 1998). Durante o
Mioceno, o rio Amazonas tinha mais de 500 quilometros de largura entre as margens e uma
conexdo com o Caribe, que isolava o Noroeste do continente. Isso, com certeza seria uma
grande barreira para os anuros. O soerguimento dos Andes manteve a conexdo com o Caribe
no final do Mioceno, isolando o noroeste do continente. O soerguimento final dos Andes
coincide com o encerramento final do Istmo do Panama, que ocorreu ha aproximadamente
trés milhdes de anos. Estes e Wassersug (1963) sugerem que R. marina estava presente
durante a transgressdo marinha no Mioceno. Cei (1972) sugere que a area de origem das
espécies do grupo R. marina foi nas terras altas da Guiana e depois disso as espécies se
irradiaram para sua distribuicdo atual. No entanto, Cei (1972) ndo diz explicitamente que
dados o levaram a indicar a regido da Guiana como local de origem do grupo R. marina
e,aparentemente esta afirmacao foi apenas assumida.

Hipoteses filogenéticas de peixes (Lovejoy et al., 1998; Montoya-Burgos, 2003),
aves (Grau et al., 2005), répteis (Glor et al., 2001) e mamiferos (da Silva e Patton, 1998;

Smith e Patton, 1999) t€ém demonstrado que a grande diversificacdo da fauna atual da
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América do Sul ocorreu do final do Mioceno ao inicio do Plioceno. Atualmente, tem-se
dado atencdo aos efeitos das transgressdes marinhas e soerguimento dos escudos brasileiro
e da Guiana (Lovejoy ef al., 1998; Aleixo, 2004; Grau et al., 2005) para explicar os padrdes
de distribuicdo da fauna desta época. Transgressdes marinhas implicaram no isolamento
do escudo brasileiro durante o Mioceno, através da formagdo de uma passagem marinha
conectando as bacias Amazodnica e do Parana (Webb, 1995). Diversos ciclos de aumento do
nivel do mar (Hallam, 1992), portanto, poderiam ter causado varias extingdes de espécies
terrestres e a posterior colonizacdo de regides por estas espécies de areas isoladas. Os efeitos
da recente transgressdo marinha durante o Plioceno (entre 800.000 e cinco milhdes de
anos) (Haq et al., 1987) poderiam ter extinguido espécies, que foi seguida por uma recente
colonizag@o por populagdes que ficaram isoladas nas terras mais altas.

De acordo com Colli (2005), a herpetofauna na América do Sul foi subdividida pela
formacdo da Cordilheira dos Andes a partir do Oligoceno, resultando na divergéncia de
elementos cis versus trans-Andinos. Isto estd de acordo com a configuragdo dos grupos
fenéticos de Rhinella, presentes a oeste e leste dos Andes (Frost, 2007). Os grupos de
espécies de Rhinella: crucifer, granulosa, margaritifera e marina estao presentes a leste dos
Andes e os grupos spinulosus e veraguensis, ocorrem a oeste dos Andes. O género Rhinella
Jja teria se originado entre o final do Eoceno e inicio do Oligoceno, entre 31—-44 milhdes de
anos (Pramuk ef al., 2008). Ja durante o Mioceno a grande transgressdo marinha na América
do Sul, que separou o Escudo Central Brasileiro da por¢do meridional e setentrional do
continente (Résdnen et al., 1995; Webb, 1995), promoveu uma maior diferencia¢do da
fauna do Planalto Central Brasileiro, em relacdo a regido sul e norte do continente. Este
acontecimento também poderia ser considerado um grande evento vicariante para muitos
grupos.

De acordo com os dados obtidos (Figura 30), o ancestral do grupo Rhinella marina
teria se originado por volta de 8,52 milhdes (da metade para o final do Mioceno), e seria
uma espécie mais parecida com R. veredas. O fossil mais antigo de R. marina data de 11
milhdes de anos da Colombia (Sanchiz, 1998) e foi considerada nesta tese para calibrar

a datacdo das espécies do grupo R. marina (considerado o fossil mais antigo do grupo R.
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marina nas analises). De acordo com a analise de datagdo molecular desta tese, o grupo R.
marina teria se originado no final do Mioceno, no entanto com desvio padrdo de 1,32; 5,59
até 10,62 milhdes de anos de intervalo de credibilidade. R. veredas, esta na base da politomia
entre as trés linhagens do grupo R. marina (Figura 28 e 30) e ¢ encontrada atualmente na
regido central do Brasil, desde o Estado do Piaui até o Noroeste do Estado de Minas Gerais.
Apesar dos poucos achados fosseis da herpetofauna do Brasil Central (Bdez e Gasparini,
1979; Estes e Baez, 1985), os dados da presente tese indicam que o ancestral do grupo R.
marina estaria presente na regido central do continente sul-americano, mais especificamente
no escudo brasileiro (diferentemente dos achados de Cei, 1972) e ainda isolado das terras da
regido meridional e setentrional do continente pela transgressdo marinha do Mioceno. Além
disso, concomitantemente, outras linhagens de Rhinella, presentes a leste e oeste do Andes
poderiam ter se diferenciado e posteriormente se dispersado para o norte do continente
ja durante o Plioceno. No final do Mioceno houve o soerguimento do Planalto Central
Brasileiro, que promoveu uma compartimentagao adicional da paisagem, com a formagao de
amplas depressdes entre platos, como as do Guaporé, Pantanal, Araguaia e Tocantins (Brasil
e Alvarenga, 1989; Del’Arco e Bezerra, 1989). Este soerguimento poderia ter promovido
barreiras e rotas de dispers@o. Hubert e Renno (2006) interpretaram padrdes biogeograficos
em peixes de 4gua doce baseados nestas barreiras e rotas de dispersdo. Além disso, a regressao
das aguas marinhas poderia ter distribuido sedimentos com uma composi¢do geoquimica
diferente da composicdo de sedimentos continentais. Isto ndo somente influenciou a
distribui¢do da fauna, mas também a da flora. As florestas que crescem na formagdo semi-
marinha de Pebas sio claramente distintas das que crescem na Amazonia Peruana (Salovaara
et al., 2004). Portanto, os efeitos da transgressdo marinha ndo cessaram quando as aguas
regrediram, pois permanentemente mudaram a composicio do solo e as caracteristicas dos
rios e corpos d’agua (Tuomisto, 2007). Esta nova configurag¢do poderia ter facilitado uma
irradia¢do de uma linhagem do grupo R. marina para o sul do continente. As espécies do
grupo R. marina: R. arenarum, R. icterica € R. achavali (Figura 30) sdo conhecidas do sul
do continente Americano. A outra espécie desta linhagem, R. rubescens (Figura 30), possui

distribui¢do na regido do Brasil Central, incluindo o Sudeste do Brasil. A irradia¢do desta
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linhagem teria ocorrido ha aproximadamente 6,80 milhdes de anos no final do Mioceno
de acordo com os dados obtidos pela datacdo molecular da presente tese. Com certeza,
fatores vicariantes e ambientais sdo importantissimos na distribui¢@o de anuros, ja que estes
dependem em sua grande maioria de ambientes aquaticos ou pelo menos imidos para sua
reproducdo (Duellman e Trueb, 1994). Apesar de morfologicamente e ecologicamente bem
conservadas, as espécies do grupo R. marina apresentam algumas diferenciacdes. As espécies
do agrupamento formado por R. arenarum, R. icterica, R. rubescens ¢ R. achavali (Figura
30) possuem menor porte, t€m cristas craniais menos desenvolvidas e glandulas parotoides
relativamente mais longas (Maciel ef al., 2007), com excecdo de R. icterica. No entanto, a
morfologia externa, principalmente a do cranio, pode ser convergente (Pramuk, 2006) e a
linhagem, incluindo R. icterica, poderia neste contexto ser considerada um agrupamento
natural (monofilético). Além disso, todas estas espécies citadas tém a pele mais delgada e
com pouca queratinizagao quando comparadas as demais linhagens do grupo R. marina. Ja o
grupo composto pelas espécies de maior porte (R. marina, R. poeppigii, R. schneideri, R. jimi
e R. cerradensis) (Figuras 28 e 30), tem cristas craniais marcadas e desenvolvidas, timpano
relativamente menor e membros mais curtos (Maciel ef al., 2007). Pelo menos algumas das
espécies da primeira linhagem citada como R. icterica, R. achavali € R. rubescens, podem
se reproduzir em ambientes 16ticos (Cochran, 1955; Kwet et al., 2006; obs pessoal). J& a
grande maioria das espécies de Rhinella se reproduz em ambientes lénticos (Duellman e
Trueb, 1994). A linhagem das espécies composta por R. marina, R. poeppigii, R. schneideri,
R. jimi e R. cerradensis (Figura 30) poderia ter se irradiado ha cerca de 3,69 milhdes de anos,
jé& durante o Plioceno, de acordo com os dados obtidos na presente tese. A nova configuracio
da paisagem com a maior elevagcdo do Planalto Central Brasileiro e o contato com outros
biomas como a Caatinga e a Floresta Amazodnica, poderia ter fornecido rotas de dispersdo
e combinado com fatores ambientais, favorecido a irradiacdo das espécies que atualmente
ocupam a regido central do continente até o extremo sul da América do Norte. As espécies
R. cerradensis, R. schneideri ¢ R. jimi sdo tipicamente encontradas nos biomas Cerrado ¢
Caatinga (Stevaux, 2002; Maciel et al., 2007) e possuem elevada queratinizagdo epidérmica.

J& as espécies R. marina e R. poeppigii sdo tipicas de areas florestais (Brandao et al., 2007)
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e possuem pele mais delgada. De todas as espécies desta linhagem, R. marina continuou
com franca dispersdo do norte da América do Sul até o extremo sul da América do Norte
(Mulcahy e Mendelson, 2006). Nesta época, ha aproximadamente trés milhdes de anos, o
Istmo do Panama ja existia (Lovejoy et al., 1998), o que promoveria a dispersdo mais ao norte
da América Central e Sul até o extremo Sul da América do Norte. As espécies do grupo R.
marina teriam continuado sua diferenciacdo até o Pleistoceno, ja no Quaternario. A linhagem
formada por R. achavali e R. icterica (Figura 30) teria se originado ha cerca de 1,3 milhdes
de anos (dados obtidos pela datagdo molecular). Nesta época, ciclos climaticos (aridez e
umidade) ou mesmo a “Hipotese dos Refugios Pleistocénicos” poderiam ter influenciado
esta especiacdo (Colli, 2005).

De acordo com os dados da andlise de dispers@o-vicariancia obtidos pelo programa
DIVA, a area ancestral do grupo Rhinella marina perece mesmo ter sido a regido do escudo
central brasileiro. Ainda de acordo com estas analises, uma das linhagens do grupo interno
composto por R. arenarum, R. rubescens, R. achavali e R. icterica teria se dispersado
primeiramente para o sul do continente, enquanto a outra linhagem formada pelas espécies
R. cerradensis, R. schneideri, R. jimi, R. poeppigii € R. marina teria posteriormente se
dispersado para o escudo da costa brasileira, escudo da Guiana e finalmente para a América
Central e do Norte.

A disting¢do entre vicariancia e padrdoes ambientais para a obtencdo das causas para a
explicacdo da distribui¢do de um grupo animal ou vegetal ndo € uma tarefa facil. No entanto,
¢ certo que padrdes biogeograficos das espécies podem se diferenciar na mesma época e
em um mesmo lugar, pois cada tdxon demanda condi¢des ambientais diferentes para sua
evolucdo (mudancga genética ou mesmo especiagdo) (Endler, 1982; Ackerly, 2003).

Possivelmente, uma combinagdo entre eventos geoldgicos, fatores ambientais e
requerimentos fisioldgicos criou o padrdo de distribuicdo recente das espécies do grupo
Rhinella marina. De acordo com os dados obtidos, o grupo R. marina é um grupo bem recente.
Seu ancestral se originou no Mioceno hé cerca de 8,5 milhdes de anos. Sua irradiag@o ocorreu
até o Quaterndrio. Esta diversificagdo do grupo R. marina contrasta com outros grupos de

anuros neotropicais como as espécies de Leptodactylus do grupo fuscus. Heyer e Maxson
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(1982), baseados em dados imunoldgicos, indicam que grande parte da diversificacdo deste

grupo aconteceu durante o Eoceno.
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Figura 30.Filograma representando as linhagens do grupo Rhinella marina e outras espécies de

Rhinella gr. margaritifera

Rhinella granulosa

Rhinella crucifer

Rhinella veredas

Rhinella arenarum

Rhinella rubescens

Rhinella achavali

Rhinella icterica

Rhinella cerradensis

Rhinella marina

Rhinella poeppigii

Rhinella schneideri

Rhinella jimi

ma

Quaternario

Rhinella da analise de datagao molecular usando métodos Bayesianos. Foram utilizados 451
nucleotideos (fragmento mitocondrial citocromo b) de cada terminal e a andlise foi enraizada com

Melanophryniscus (nao representado). A escala (0.1) representa unidades de tempo dos ramos

referente a um milhdo de anos (ma).
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Figura 31.Cinco grandes areas geograficas dos Neotrépicos usadas na andlise de dispersao-vicariancia.
Reconstrugdes da distribuicao ancestral para cada n6 das duas solugdes mais parcimoniosas obtidas.
Setas indicam dispersdes e barras indicam eventos vicariantes. ACN: América Central e do Norte, (EG):
escudo da Guiana, (EC): escudo central brasileiro, (EB): escudo da costa brasileira, (S): regiao meridional
do continente Sul-americano. *Rhinella granulosa presente em todas as localidades.
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CONCLUSAO

O grupo de espécies Rhinella marina, de acordo com a andlise de evidéncia total
desta tese (analise Bayesiana), foi considerado monofilético, apesar do baixo suporte (sensu
Pramuk, 2006) e grupo irmao de R. crucifer. Por enquanto, ndo ha suporte para os dois
subgrupos dentro do grupo R. marina (sensu Maciel et al., 2007) e estes, até¢ 0 momento, ndo
parecem constituir grupos naturais.

Parece ndo haver variacdo individual, sexual ou sazonal (polimorfismos) nos
caracteres de secrecdo cutanea das glandulas parotdides (estudo em Rhinella schneideri) e
a grande maioria dos caracteres das espécies amostradas € parcimoniosamente informativa.
Ha pouquissima variagdo inter-populacional. Isto faz destes caracteres bons candidatos para
resolucdo de filogenias em, pelo menos, alguns grupos de anuros. Outros caracteres como
os de ultra-estrutura de espermatozoide (Braz et al., 2004), morfologia das partes moles
(como proposto por Pramuk, 2004) e de vocalizagdo também podem contribuir para futuras
analises filogenéticas de Bufonidae. Apesar de sutis, foram achadas algumas diferengas nas
caracteristicas dos cantos de anuncio de espécies do grupo Rhinella marina (Maciel et al.,
2007).

As analises moleculares forneceram uma grande quantidade de -caracteres
filogeneticamente informativos. Como em outros trabalhos (e.g. Fouquet et al., 2007), o
citocromo b se mostrou eficaz para resolver a maioria dos eventos recentes de cladogénese
(pela alta taxa de mutagdo), mas falhou na resolucdo de divergéncias antigas. As filogenias
com os caracteres moleculares isolados (parcimdnia e Bayesiana), forneceram informagdes
ambiguas sobre as relagdes de parentesco do grupo Rhinella marina quando comparadas
as filogenias com outras parti¢des e combinadas. Espera-se que a adi¢do de seqiiéncias de
outros fragmentos génicos possa resolver as politomias resultantes da analise filogenética
com as seqiiéncias de citocromo b (e.g. rodopsina 1) e suportar o monofiletismo do grupo.

As analises morfologicas também forneceram uma boa quantidade de caracteres
filogeneticamente informativos. Além disso, discussdes foram feitas acerca da natureza de

alguns caracteres importantes que suportam clados do grupo Rhinella marina (e.g. estados e
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interpretagdo de caracteres e ambigiiidades).

Analise de datagdo molecular com o uso de métodos Bayesianos de inferéncia indica
que o grupo Rhinella marina se originou durante o Mioceno e possui uma alta taxa de
irradiacdo de suas espécies, juntamente com R. crucifer. Em um periodo de aproximadamente
8,5 milhdes de anos (do Mioceno até os dias atuais) todas as espécies do grupo haviam
divergido. As andlises de 4reas ancestrais sugerem que o grupo R. marina teria se originado
na regido central do Brasil. Possivelmente, uma combinacdo entre eventos geoldgicos,
fatores ambientais, e fatores fisioldgicos criou o padrao de distribuicdo recente das espécies
do grupo R. marina.

Recentemente, mudangas taxondmicas em grandes propor¢des tém ocorrido
nos Lissamphibia (Faivovich et al., 2005; Frost et al., 2006; Grant et al., 2006). Isto se
deve principalmente ao fato do desenvolvimento dos métodos moleculares e cladisticos,
tanto na parte tedrica, quanto na parte de desenvolvimento dos programas e tecnologias
computacionais. Uma grande quantidade de informacdo pdde ser adquirida e estd sendo
usada para diferentes inferéncias como hipoteses filogenéticas, de evolugdo de caracteres,
biogeografia, e também a proposta de mudancas de nomes cientificos ha muito tempo aceitos.
Muito se tém discutido sobre a instabilidade taxondmica e apesar se ser amplamente aceito
que a filogenia deveria governar a moderna classificagcdo biologica, hd uma tensdo entre
especialistas de qual ou quais achados refletiriam a “verdadeira” sistematica de um grupo de
espécies (Wiens, 2007; Frost et al., 2007). O grau (quantidade) de mudangas nomenclaturais
¢ 0 que aparentemente preocupam os especialistas. Nestes trabalhos, os nomes utilizados,
bem como os resultados obtidos, ndo refletem apenas um, ou mais pontos de vista, mas sim
uma interpretacdo de tantos os que forem necessarios para uma tomada de decisdo. Em
um momento em que a grande maioria tem se preocupado com a defesa de suas hipdteses,
poucos tém se preocupado com a importancia do resgate da taxonomia como ciéncia basica
e fundamental para o conhecimento da biodiversidade (e.g. Evenhuis, 2007, Padial e De La
Riva, 2007).

Outra grande discussdo acerca da taxonomia gira em torno dos cddigos vigentes para

a atribuicdo de nomes (nomenclatura). O Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoologica
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(ICZN) usa o conceito de espécie-tipo para fixar os nomes dos tdxons em uma hierarquia
nomenclatural. O “PhyloCode”, por sua vez, € uma proposta que usa defini¢des filogenéticas
para taxons supraespecificos em qualquer nivel hierarquico dentro da arvore da vida.
Pesquisadores que desenvolvem classificagdes tém utilizado um dos cédigos, argumentando
que sdo incompativeis (Dubois, 2006) ou tentam associar os dois (Hillis e Wilcox, 2005).
Durante a execucdo desta tese, houve duas mudangas genéricas do grupo de estudo.
Inicialmente o grupo era chamado Bufo marinus (sensu Martin, 1972). Nos tultimos dois
anos houve mudangas de Frost et al. (2006) (grupo Chaunus marinus) ¢ Pramuk et al.
(2008) (grupo Rhinella marina). Isto demonstra as grandes mudangas nomenclaturais fruto
da melhor amostragem de taxons e caracteres e do desenvolvimento de métodos de andlise

filogenética.
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TRABALHOS FUTUROS

Revisao Taxonomica

O estagio de doutorado no exterior (CAPES, Sanduiche — PDEE, processo niimero
5141-060), foi realizado no National Museum of Natural History (NMNH), Smithsonian
Institution, em Washington, DC, EUA, durante o periodo de trés meses (30/05 a 29/08/07).
O supervisor (orientador) no exterior foi o Dr. Roy W. McDiarmid. Os objetivos do estagio
no exterior foram a obtenc¢do de dados morfométricos e dados sobre os espécimes-tipo,
inclusive os em sinonimia para a revisdo taxondmica do grupo Rhinella marina (dados
ndo mostrados), bem como acessar bibliografia relevante para o trabalho de doutorado.
O NMNH possui a maior colecdo de espécies e espécimes do grupo de sapos em estudo,
assim como o maior nimero de tipos das espécies. A instituigdo teve ainda infra-estrutura
necessaria para a obtencdo de empréstimos das espécies-tipos (para a obtengdo de fotos
e medidas) tombadas em outras cole¢des/museus, principalmente da Europa (dados nao
mostrados). Foram obtidos dados de aproximadamente 600 espécimes, pela ampla area
de distribui¢@o natural do grupo (dentre estes, a grande maioria dos tipos das espécies).
Até entdo, ja havia sido obtido dados de espécimes provenientes de museus/cole¢des
brasileiras: Colecdo Herpetologica da Universidade de Brasilia (CHUNB), Museu Nacional
(MNRJ), Colecao Jorge Jim (JJ), e o Museu de Tecnologia da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (MCT) (por volta de 400 espécimes) (dados nao mostrados)
perfazendo cerca de 1000 espécimes analisados até o momento. Foram realizadas medidas
morfométricas e dados sobre variagdo morfoldgica foram obtidos. Estes dados serdo tratados
em analises estatisticas multivariadas e servirdo como base para o estabelecimento do real
“status” taxondmico das espécies em estudo. Além da obteng@o dos dados dos espécimes, a
bibliografia relevante para a revisdo taxondmica foi acessada, como a descri¢des originais
das espécies.

Apropostainicial do projeto de doutorado envolveu, além da filogenia e biogeografia,
uma revisdo taxondmica das espécies do grupo de estudo. No entanto, o trabalho de

revisdo taxondmica ainda nio foi completamente desenvolvido para a defesa desta tese,
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principalmente pela dificuldade inicial de se obter os tipos das espécies a serem analisados
(a maioria em museus e coleg¢des do exterior) e por caréncia de financiamentos para viagens,
apesar de tentativas junto a drgdos de fomento feitas. Foram enviadas mensagens eletronicas
com o pedido formal de empréstimos aos curadores das diversas colecdes onde existem
os tipos. No entanto, os poucos retornos que existiram foram indeferidos. Parece existir
um “embargo” aos empréstimos de espécimes para o Brasil por varios motivos, sobretudo
os tipos das colegdes. A proposta agora ¢ a continuacdo da obtengdo de mais alguns
dados de espécimes relevantes do grupo Rhinella marina em cole¢des/museus ainda nao
amostrados. Depois de estudada a variagdo morfoldgica das formas do grupo e determinada
suas “unidades evolutivas”, poderemos apresentar diagnoses diferenciais e descri¢cdes para
as formas reconhecidas, compreendendo melhor o padrio de distribuicdo geografica das
espécies do grupo. A literatura seréd revista cronologicamente para a atribuicdo de nomes
aos taxons reconhecidos. Tipos deverdo ser eleitos ¢ mesmo espécies revalidadas e/ou
novas descritas. Os agrupamentos de populagdes diagnosticaveis, coincidentes ou ndo com
subespécies anteriormente descritas poderdo ser elevadas a categoria de espécie. Os dados
provenientes do trabalho de filogenia e biogeografia desta tese também servirdo de base para

a revisio taxonOmica.
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Caracterizac¢ido Quimica das Indolalquilaminas

Durante o desenvolvimento do presente trabalho de tese foram iniciadas metodologias
de espectrometria de massa (MS)/electrospray e a ressonancia magnética nuclear afim de
caracterizar quimicamente as indolalquilaminas ndo identificadas. Uma das moléculas da
secre¢do cutanea ainda desconhecida/ndo-identificada (Rf=0,313) foi isolada e encontra-se
em fase caracterizagdo. Esta caracterizacdo ¢ importante, ja que além de podermos nomear
e ter a certeza sobre a homologia dos caracteres de secrecdo cutanea (esta molécula de
Rf=0,313 parece contribuir para o suporte de alguns clados nas analises desta tese — ver
CAPITULO 2), os mesmos podem constituir novos principios ativos de potencial relevancia
para a industria farmacéutica.

Sequenciamento de um segundo fragmento génico (nuclear)

Os iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento do fragmento rodopsina
1 ja foram obtidos (Bossuyt and Milinkovitch, 2000) e até o presente momento obtiveram-
se seqliéncias de boa qualidade para seis das 10 espécies do grupo R. marina e para uma
do grupo externo. Para o manuscrito a ser submetido para a publicagdo com os dados de
filogenia os dados com as seqiiéncias do fragmento génico rodopsina 1 serdo incorporados
depois da obten¢do dos dados restantes. Espera-se que estas seqiiéncias possam fornecer
informacgdes adicionais, suportando as andlises (resolucdo de politomias e suporte de clados).
Dados adicionais sobre a natureza da incongruéncia entre conjuntos de dados também podem

ser obtidos.
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ANEXO 1

Rhinella (=Chaunus) veredas sp. nov. (artigo publicado no periddico Journal of Herpetology 41(2): 304-311,
2007);
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ABSTRACT.—A new species of Chaunus, apparently related to Chaunus arenarum, Chaunus rubescens, and
Chaunus achavali is described. The new species occupies Cerrado habitats in southwestern Piaui and Bahia
states and in northwestern Minas Gerais state, Brazil. The species is characterized by anterior interruption of
the supraocular crest; weakly developed cranial crests; short and robust limbs; several pointed spiculae on
dorsum, head, and limbs; male coloration; small to medium size; and by the short and narrow head.

Until recently, the genus Bufo was interpreted
as a large paraphyletic assemblage (Graybeal
and Cannatella, 1995; Pramuk, 2006), composed
of more than 250 species distributed through all
continents, except for Arctic, Antarctic, Mada-
gascar, New Guinea, Australia, and oceanic
islands. Some species, such as Bufo marinus,
were introduced in many places of the world
(D. R. Frost, Amphibian Species of the World,
version 3.0, available online at http://research.
amnh.org/herpetoloty /amphibian/index.html,
2004; Slade and Moritz, 1998).

The large number of species and the complex
evolutionary history of the South American
species of Bufo led to several attempts to classify
and group them (Gallardo, 1962; Tihen, 1962;
Cei, 1972, 1980; Martin, 1972; Duellman and
Schulte, 1992; Frost et al., 2006; Pramuk, 2006).

Based on osteological features, Tihen (1962)
proposed the so-called South American section,
consisting of Bufo arenarum; Bufo blombergi; Bufo
chilensis (= Bufo arunco); Bufo crucifer; Bufo
ictericus; Bufo m. marinus (= Bufo marinus); Bufo
m. horribilis (= Bufo marinus); and Bufo para-
cnemis (= Bufo schneideri).

Gallardo (1962) was the first author to define
the B. marinus group to refer to a subgroup of
Neotropical Bufo species having the parotoid
gland behind the eye, passing over the eardrum,
and by the skin that covers these glands, which
has a different aspect from the rest of the body,
because of the large pores. Gallardo (1962)
included in his B. marinus group almost all South
American Bufo: Bufo arenarum; Bufo blombergi; Bufo
caeruleostictus; Bufo ceratophrys; Bufo crucifer; B.

2Corresponding Author. E-mail: reuberbrandao@
yahoo.com.br

Bufo dapsilis; Bufo fissipes; Bufo glaberrimus; Bufo
Quttatus; Bufo haematiticus; Bufo ictericus; Bufo inca;
Bufo intermedius; Bufo leptocelis (misspelling of Bufo
leptoscelis (= B. veraguensis)); Bufo manicorensis (=
Bufo granulosus); Bufo marinus; Bufo ocellatus; Bufo
ockendeni (= Bufo veraguensis); Bufo paracnemis (=
Bufo schneideri); Bufo pithecodactylus (= Bufo
marinus); Bufo poeppigit; Bufo quechua; Bufo rostratus
(= Rhamphophryne rostrata); Bufo rubropunctatus;
Bufo rufus (= Bufo rubescens); Bufo schneideri
(considered by Gallardo 1962 as a possible syn-
onym of Bufo paracnemis); Bufo spinulosus; and Bufo
typhonius (= Bufo margaritifer). Gallardo (1962)
suggested that Bufo schneideri was a senior syno-
nym of Bufo paracnemis. However, in the original
description, Bufo schneideri is considered most
closely related to B. sternosignatus, a species of the
former Bufo valliceps group (D. R. Frost, Amphib-
ian Species of the World, version 3.0, available
online at http:/ /research.amnh.org/herpetoloty/
amphibian/index.html, 2004). The holotype of
Bufo schneideri is a small female (SVL= 69.7 mm)
with evident tibial glands, confirming Gallardo’s
(1962) interpretation (pers. obs.).

Martin (1972) defined the B. marinus species
group based on the following morphological
characters: skull short and broad; broad fronto-
parietals with lateral edges forming prominent
supraorbital crests that extend anteriorly onto
the nasals and bifurcate to form prominent
canthal and preorbital crests; supraorbital crests
joined in a smooth arc by the postorbital crests,
which in turn are joined laterally by the
tympanic and supratympanic crests; frontopar-
ietal-nasal nearly transverse; dermal roofing
bones heavily ornamented; absence of distinct
parietal crests, but the area they usually occupy
is elevated by parallel ridges of bones; post-
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orbital shelf extensive and trapezoidal in shape;
otic plate of the squamosal large; frontoparietals
fused to the prootics; occipital canal closed;
braincase moderately depressed to slightly
elevated; rami of the squamosal of average or
less than average length; medial rami of the
pterygoids overlap the wings of the parasphe-
noid over half their length; suprapterygoid
fenestra nearly occluded by flanges from the
squamosal and the medial arm of the pterygoid.
Martin (1972) included B. schneideri, B. ictericus,
B. marinus, and B. arenarum in the group.

Cei (1972) recognized two major radiations of
South American Bufo, delimited by the Andean
Cordillera. The Broad-Skulled Toads are repre-
sented by the B. marinus, B. granulosus, B.
margaritifer, and B. Quttatus groups and occur
east of the Andes. The Narrow-Skulled Toads
are represented by the B. spinulosus group,
found on the western versant of the Andes.
Cei (1972) reviewed the B. marinus group and
included B. marinus, B. poeppigii, B. arenarum, B.
rubescens, B. ictericus, and B. schneideri. Cei (1980)
split the B. marinus group, allocating B. arenarum
and B. rubescens to a separate group, based
mostly on medium to small size, weak de-
velopment of cranial crests, and tongue shape.

Lavilla (1992) noted that B. rufus is a name
already occupied by B. rufus, a junior synonym
of Bufo terrestris. Faivovich and Carrizo (1997)
removed Bufo missionum from the synonymy of
B. rufus where it had been placed by Gallardo
(1961). According to D. R. Frost (Amphibian
Species of the World, version 3.0, available
online at http:/ /research.amnh.org/herpetoloty /
amphibian/index.html, 2004) B. rubescens is the
valid and current name for the species. This
species is found in the states of Minas Gerais
and Goids, Brazil (Cochran, 1955; D. R. Frost,
Amphibian Species of the World, version 3.0,
available online at http://research.amnh.org/
herpetoloty/amphibian/index.html, 2004), and
it is common in Central Brazil, especially in the
highlands of Goias and Distrito Federal (Eterovick
and Sazima, 1999; Brandao and Araujo, 2002; D. R.
Frost, Amphibian Species of the World, version
3.0, available online at http:/ /research.amnh.org/
herpetoloty /amphibian/index.html, 2004).

Duellman and Schulte (1992) redefined the
B. marinus group to include B. arenarum, B.
ictericus, B. marinus, B. poeppigii, B. rubescens, and
B. schneideri. These species share broad fronto-
parietals fused with prootics; completely roofed
occipital canal; pronounced exostosing of der-
mal roofing bones; presence of all cranial crests,
elevated, keratinized or not; presence of large
and small tubercles on the dorsal skin; absence
of a lateral row of enlarged tubercles; parotoid
glands large, ovoid or elongate; tympanum
distinct; snout round in dorsal view, truncate
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in profile; and first finger longer than second.
Later, Bufo jimi and Bufo achavali were described
and included in the group (Stevaux, 2002;
Maneyro et al., 2004).

Pramuk (2006) provided morphological syna-
pomorphies to diagnose the recognized species
groups of South American Bufo but did not
propose any taxonomic changes. According to
her, the so-called B. marinus group presents
a unique and unreversed synapomorphy, a jag-
ged or “scalloped” suture between the articu-
lation of the medial ramus of the pterygoid and
the parasphenoid alae.

Frost et al. (2006) suggested that the genus
Chaunus must be revalidated for a clade sup-
ported by molecular characters, grouping 43
Neotropical Bufo species. Despite recent
changes in Bufonidae taxonomy (Frost et al.,
2006), the composition of the phenetic groups
remains unchanged.

The Chaunus marinus group is composed so far
by eight species: Chaunus achavali, Chaunus are-
narum, Chaunus ictericus, Chaunus jimi, Chaunus
marinus, Chaunus poeppigii, Chaunus rubescens, and
Chaunus schneideri. All species of C. marinus species
group occurs in Brazil, except C. poeppigii (D. R.
Frost, Amphibian Species of the World, version 4,
available online at http://research.amnh.org/
herpetology/amphibia/index.php, 2006, M. Di-
Bernardo, A. Kwet, and R. Maneyro, pers. comm.).
Herein we describe a new species of the C. marinus
group from the Brazilian Cerrado morphological-
ly similar to C. arenarum, C. rubescens, and Chaunus
achavali.

MATERIALS AND METHODS

Specimens used for description and compar-
isons are deposited in Colecdo Herpetoldgica
da Universidade de Brasilia (CHUNB), Museu
Nacional (MNR]), Adolpho Lutz collection (AL,
housed at MNR]), Museu de Ciéncias e Tecno-
logia da Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul (MCP), Naturhistorisches Muse-
um (NHMB), and Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo (MZUSP). Measure-
ments were taken using a digital caliper (to
nearest 0.1 mm). For measurements, we follow
Heyer et al. (1990) and Maneyro and Arrieta
(2000). We took the following 20 measurements:
snout-vent length (SVL), head length (HEL),
head height (HH), head width (HW), maximum
length of parotoid gland (PGL), maximum
width of parotoid gland (PGW), tympanum
diameter (TD), eye diameter (ED), eye to nostril
distance (END), interocular distance (IOC), in-
terorbital distance (IOD), internostril distance
(IND), snout to nostril distance (SND), hand
length (HAL), forearm length (FAR), upper arm
length (UAR), tibia length (TIL), thigh length
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(TL), tarsus length (TL), and foot length (FL).
The webbing formulae follow Heyer et al.
(1990). Sex was determined by the observation
of secondary sexual characters, such as the
presence of keratinous pointed spicules on
dorsum, keratinization of fingers and arms,
and vocal sacs. We confirmed these features as
characteristics of mature males by examination
of the gonads of male and female specimens.

REsULTS

Chaunus veredas sp. nov.
Figures 1-3

Holotype.—Cole¢ao Herpetoldgica da Univer-
sidade de Brasilia (CHUNB 40282), adult male
collected at Trijuncdo Farm (currently Parque
Nacional Grande Sertdo Veredas), Cocos Mu-
nicipality, Bahia State, Brazil (14°49’'S; 45°58'W)
in October 2000, by R. A. Brandao, G. J. Zerbini,
M. A. Bagno, and J. B. Pereira.

Paratypes—CHUNB 37437-37438 (two adult
females), collected along with the holotype;
CHUNB 34106-34109, 34112-34114 (two adult
males, two adult females, and three juveniles),
collected at Serra das Araras State Park, Serra
da Araras Municipality, Minas Gerais State;
CHUNB 38652-38654 (three adult males) col-
lected at Trijuncdo Farm, Cocos Municipality,
Bahia State; MZUSP 128285A-128293A (four
adult males, four adult females, and a juvenile)
collected at Grande Sertdao Veredas National
Park, Chapada Gatcha Municipality, Minas
Gerais State; CHUNB (43327-43333; four adult
females and three adult males) collected at
Buritizeiro Municipality, Minas Gerais State;
MNR] 1387 (an adult male) collected at Pirapora
Municipality, Minas Gerais State; MNR] 39014—
39017 (an adult male and three adult females)
collected at Pirapora Municipality; MNR] 39035
(an adult male) collected at Corrente Farm,
Viérzea da Palma Municipality, Minas Gerais
State; MNR]J (39051-39052; two adult males)
collected at Pirapora Municipality, Minas Gerais
State; MNR]J (39050; an adult male) collected at
Estagdo Ecolégica Urugui-Una, Urugui-Una
Municipality, Piaui State.

Diagnosis and comparisons with other species.—
The new species belongs to the C. marinus
species group mostly by the size, rough skin,
parotoid gland shape, distinct tympanum, and
first finger longer than second (Duellman and
Schulte, 1992). Chaunus veredas has the following
unique combination of characters within the C.
marinus group: anterior portion of the supra-
ocular crest bearing a distinct interruption
(Fig. 1A); supranasal crests slightly developed;
cranial crests poorly developed; high density of
keratinous pointed spicules in dorsal glands;
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Fic. 1.

Dorsal view of the head of Chaunus veredas
(A), showing the anterior interruption of the suprao-
cular crest; Chaunus rubescens (B); Chaunus achavali (C);
and Chaunus arenarum (D). Scale bars: 10mm. Photos
by Natan Maciel.



Fic. 2. Adult male of Chaunus veredas from Cocos,
Bahia State, Brazil. Photo by Natan Maciel.

limbs short and robust; fingers short and robust;
males commonly have a yellow dorsum and
venter immaculate white; females larger, robust,
with dorsum marmoreal brownish and green-
bluish, resembling coloration of C. arenarum;
very short head, head wider than long; small to
medium size (males 87.0-110.7 mm; females
82.8-117.8 mm), foot webbing formula I 1-2 II
2—-31I13—3 1V 3—2 V; parotoid gland elongated
and narrow; absence of tibial gland. The new
species is most similar to C. rubescens, C.
arenarum, and C. achavali based on the weak
development of cranial crests, shape of the
parotoid gland, and relatively short fingers
and toes. The new species can be distinguished
from C. rubescens by anterior interruption of the
supraocular cranial crest (complete in C. rubes-
cens) (Fig. 1B); short and rounded parotoid
gland (long and narrow in C. rubescens); distinct
glandular ridges, extending from the posterior
end of the parotoid gland, to the groin (absent in
C. rubescens); larger size (males 87-110.7 mm, N
= 20, in C. veredas, males 74.3-103.4 mm, N =
14, in C. rubescens); dorsal yellow coloration in
males (males tan, brown or gray, but never
yellow in C. rubescens); foot webbing formula (I
1-11I2-1102-"% IV ¥%—2 V in C. rubescens);
head wider than long; rounded snout in lateral
view (obtuse in C. rubescens); presence of
keratinous spiculae on body glands. From C.
achavali, the new species can be distinguished
by dorsal yellow male coloration (tan or gray-
brown in C. achavali); anterior interruption of
the supraocular crest (complete in C. achavali;
Fig. 1C); pointed spiculae on body glands;
rough skin (smooth in C. achavali); foot webbing
formula; and pale yellow parotoid glands
(reddish-brown in C. achavali). From C. are-
narum, the new species can be distinguished by
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c D

Fic. 3. Chaunus veredas, CHUNB 40282 (holotype)
adult male, (A) dorsal view of head, (B) lateral view of
head, (C) palmar view, (D) plantar view. Scale:
10 mm. Drawings by Daniel Sifuentes.

the anterior interruption of the supraocular
crest (complete in C. arenarum; Fig. 1D); larger
size (males 70.2-100.8, N = 16, in C. arenarum);
rough skin (smooth in C. arenarum); foot
webbing formula (I 2-2 II 3-1 II 2-%: IV Y-
2V in C. arenarum); rounded snout in lateral
view (truncated in C. arenarum); abundance of
keratinous pointed spicules in all dorsal glands;
yellow dorsal male coloration (males marbled
with light blue and ochre in C. arenarum); and
a narrow and long tongue (short and rounded
in C. arenarum). From C. ictericus, C. schneideri, C.
marinus, and C. jimi by its anterior interruption
of the supraocular cranial crest, weak develop-
ment of cranial crests, smaller size, shorter and
robust limbs, shape of parotoid gland, and lack
of tibial glands.

Description of the holotype.—General aspect
robust (Fig. 2). Head wider than long; SVL
approximately 3X the head width; snout
rounded in dorsal and in lateral views (Fig. 3A
and 3B); loreal region smooth; large nostrils,
with dorsally elliptic opening; interorbital dis-
tance approximately 2X the eye diameter;
tympanum developed, oval; eye diameter about
1.25X the tympanum diameter; cranial crests
present, weakly developed; pretympanic and
rostral crests slightly developed; supraocular
crest indistinct anteriorly but evident from the
medial part of the ocular globe until its
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posterior end; supranasal crest evident, slightly
developed; postocular crest developed, short, in
contact with the parotoid gland; cranial crests
keratinized, more pigmented in the thicker
areas; dorsum of the head plane, with small
rounded spiculae; large eyelid, with or without
small keratinous spicules (Fig. 1A). Parotoid
gland evident, ellipsoid, with keratinous spi-
cules; parotoid length about 3X in its width.
Tongue wider than long, pear shaped, smooth,
without folds, free in its posterior end; posterior
tongue margin broad and rounded, anterior
margin narrow, attached to jaw; vomerine teeth
absent; vocal sac under the tongue; vocal sac
slits rounded, located next to the mandible
comissure; choanae elliptic. Fingers developed
(Fig. 3C); forearm and arm robust and short;
relative finger length II < IV < I < III; fingers
without webbing, but with slightly developed
fringes; tips of fingers keratinized and dark in
dorsal view; subarticular tubercles at the base of
all fingers; subarticular tubercle present be-
tween phalanges II and III of finger III; outer
palmar tubercle large and rounded; inner
palmar tubercle at base of finger I, rounded,
with posterior edge pigmented and keratinized.
Nuptial pads evident, dorsally visible on fingers
I'and II. Snout-vent length about 2.4X the thigh
length; toe-tips keratinized and dark, relative
length of toes I < II < V < III < IV; small
subarticular tubercles proximally on toes; sub-
articular tubercles between phalanges II and III
on toes III, IV and V. Foot web present, weakly
developed; foot webbing formula I 1-2 II 2—3
III 3-3 IV 3—-2V, outer metatarsal tubercle
small, rounded; inner metatarsal tubercle elon-
gated, weakly keratinized. Metatarsal fold pres-
ent, from the tip of toe I to the base of the shank;
plantar surface with small callosities, weakly
developed and conical. Dorsal skin rough;
dorsum covered by rounded glands, of
similar size; all glands with black and pointed
keratinized spiculae; spiculae number changes
with gland size; glands are smaller and less
dense in the anterior and posterior limbs. An
evident dorsolateral glandular ridge extends
from the posterior edge of the parotoid gland to
the groin, separating the dorsal and ventral
body surfaces; ventral surface smooth.

Measurements of the holotype (in millimeters).—
SVL 106.0; HEL 29.7; HH 23.8; HW 435.9; PGL
23.4; PGW 9.7; TD 6.7, ED 11.6; END 4.7, 10C
13.4; 10D 11.3; IND 7.4; FN/DEFN 3.3; HAL 23.7;
FAR 24.0; UAR 15.7; TIL 37.4; TL 44.7; TL 21.6;
and FL 40.9.

Variation.—The individuals showed little var-
iation in the head ridges and overall morphol-
ogy, but males are more elongated than females.
Some males have dorsum light gray, similar to
the substratum color. Keratinous spiculae are
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more developed in males than in females.
Species measurements are provided in Table 1.

Coloration.—Sexual dimorphism well marked
in coloration. In life, most males show a bright
yellow dorsum, with dark points corresponding
to the keratinous spiculae and a white immac-
ulate venter. Females show a complex pattern of
greenish and ochre on the dorsum, and a white
immaculate venter. Newly metamorphosed
individuals show large black and white spots
in belly and chest, and the vent is orange.
Preserved males become buff, with white
venters; females with grayish and pale brown
dorsum. The spiculae remain dark or brown.

Etymology.—"'Vereda” is a typical kind of
cerrado vegetation, characterized by the occur-
rence of buriti palms (Mauritia flexuosa), that
develop along small rivers and water courses.
The name is derivative from the old Portuguese
language and means pathway, in contrast to the
““cerrado”’ that means dense or closed, and is
used as a noun in apposition. The region of the
type locality of Chaunus veredas was the setting
of “Grande Sertao: Veredas,” by Jodao Guimar-
des Rosa, one of the greatest Brazilian writers.
This novel was the inspiration for the name of
the Grande Sertao Veredas National Park, one
of the most important remnants of Cerrado,
with about 231,000 ha. The specific epithet is in
homage to Guimardes Rosa, to Grande Sertdo
Veredas National Park, and to the vereda
vegetation.

Distribution.—Chaunus veredas was recorded
in sandy ground chapadas (plane highlands) in
the southwestern States of Piaui (Urugui-Una
Ecological Station) and Bahia (Cocos Munici-
pality) and northeastern Minas Gerais (For-
moso, Serra das Araras, Chapada Gatcha,
Pirapora, Vérzea da Palma and Buritizeiro
municipalities; Fig. 4).

Natural history notes—Although we carried
out continuing studies at Trijungao Farm region
since 1998, C. veredas was observed only a few
times, always at the beginning of the rainy
season (October/November). Individuals were
found in open areas (cerrado, campo cerrado,
veredas, and campo sujo). We never observed
reproductive activity or found tadpoles. How-
ever, in December we found toadlets close to
wet areas, but no adults were observed.
Leptodactylus troglodytes, Pleurodema diplolistris,
and Physalaemus centralis are found in the same
habitats as C. veredas.

Discussion

Chaunus veredas is endemic to the Brazilian
Cerrado biome, and it is easily distinguishable
from other species in the Chaunus marinus group.
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TasLE 1.
deviation (SD) and ranges.
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Measurements (in millimeters) for the type series of Chaunus veredas. Mean followed by standard

Males (N = 20)

Females (N = 14)

Variables Mean (*+ SD) Ranges Mean (*+ SD) Ranges
Snout-vent length 98.3 (= 7.1) 87.0-110.7 101.9 (£ 9.7) 82.8-117.8
Head length 275 (+ 1.5) 25.0-29.7 28.0 (+ 2.5) 21.0-31.1
Head height 19.5 (+ 3.1) 14.2-24.2 19.7 (= 2.6) 14.5-24.8
Head width 339 (£ 1.9) 30.2-36.7 34.2 (£ 2.5) 29.0-37.2
Max. length of parotoid gland 222 (= 1.9) 18.8-26.4 23.5 (= 2.2) 19.3-26.9
Max. width of parotoid gland 10.3 (= 1.6) 7.9-14.7 11.0 (= 1.8) 8.7-14.0
Tympanum diameter 7.1 (£ 0.5) 6.4-8.1 73 (£ 0.7) 6.2-8.4
Eye diameter 10.9 (£ 0.8) 8.9-12.1 10.7 (£ 1.2) 8.8-12.7
Eye to nostril distance 5.0 (£ 0.9) 3.6-6.7 52 (* 1.0) 3.5-7.3
Interocular distance 12.6 (= 0.9) 11.4-14.2 12.8 (= 0.9) 11.2-14.1
Interorbital distance 10.6 (£ 0.8) 8.0-12.6 10.8 (= 0.8) 8.9-12.7
Inter-nostril distance 6.7 (£ 0.7) 5.6-7.5 6.9 (£ 0.9) 5.5-8.7
Snout to nostril distance 3.6 (= 0.6) 24-4.8 3.8 (£ 0.5) 3.1-4.7
Hand length 209 (= 47) 1.6-24.0 21.6 (+ 2.1) 17.5-24.8
Forearm length 21.5 (£ 2.5) 16.3-25.3 219 (= 3.2) 15.7-26.1
Upper arm length 153 (£ 1.8) 12.6-19.1 14.1 (£ 2.0) 10.2-17.6
Tibia length 215 (+ 2.2) 30.6-37.9 219 (= 2.5) 30.0-38.3
Thigh length 39.3 (% 3.6) 29.0-44.7 39.8 (+ 4.0) 32.1-46.0
Tarsus length 19.5 (= 2.5) 12.1-23.4 204 (= 2.1) 16.0-23.5
Foot length 34.6 (+ 3.0) 29.5-40.9 34.8 (= 3.7) 26.5-39.4
o v Chaunus wveredas resembles C. arenarum, C.
[ e = " rubescens, and C. achavali in size, weak de-
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Fic. 4. Distribution of Chaunus veredas. The inset
map shows the Central region of Brazil. The dot-
center circle represents the type locality for the
species. Map by Ana Paula Medeiros.

(1972), C. rubescens is most closely related to C.
arenarum, a species with a wide distribution,
and many regional forms. According to Man-
eyro et al. (2004) C. achavali also clusters with C.
arenarum, and C. rubescens.

Currently, considering the C. marinus species
group, only C. schneideri, C. rubescens, and C. jimi
are known to occur in the Cerrado biome (Colli et
al., 2002; Branddo and Aratjo, 2002; Stevaux,
2002). However, the richness of species belonging
to the genus Chaunus in Cerrado is underesti-
mated, and more species remain to be described.
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ArpPENDIX 1
Specimens Examined

Chaunus achavali: Brazil: Rio Grande do Sul State,
Candiota Municipality, MCP 3937-3940, MCP 4374.

Chaunus arenarum: Argentina: Mendoza, MNR]
14510-14513, MNR] 34769. Baia Blanca, Buenos Aires,
MNR]J 3871. BRAZIL: Rio Grande do Sul State, Rio
Grande Municipality, CHUNB 39950-39952, Torres
Municipality, MNR] 725, MNR] 5846, MNR] 9351-
9352, MNR]J 1746, MNR]J 9349, MNR]J 9346, MNR]
9354. Ozério Municipality, MNR] 38996-38997. “‘Praia
da Cidreira” MNR]J 38976-38978, MNR] 38982-38987.
Parané State, Ribeirao Claro Municipality, MNR] 3883.

Chaunus ictericus: Brazil: Sao Paulo State, Atibaia
Municipality, CHUNB 39960, Botucatu Municipality,
CHUNB 39961-39966, 39978. Parana State, Palma
Municipality, MNR]J without number. Rio de Janeiro
State, Nova Friburgo Municipality, MNR] 32232-
32238. Miguel Pereira Municipality, MNR] 31739-
31741. Restinga de Maricad, MNR] 38989-38995. Santa
Catarina State, Canoinhas Municipality, MNR] 10451—
10452, MNRJ 1975. Sao Paulo State, Campos do Jordao
Municipality, MNR]J 26239. Ribeirao Grande Munici-
pality, MNR]J 28446-28456. Minas Gerais State, Além
Paraiba Municipality, MNR] 3105. Pogos de Caldas
Municipality, MNR]J 38988. Rio Grande do Sul State,
Palmeira das Missdes Municipality, MNR] 3845.

Chaunus jimi: Brazil: Bahia State, Vitéria da Con-
quista Municipality, MNR] 16168-16170, MNR] 2625.
Juazeiro Municipality, MNR] 1323. Pernambuco State,
Caruaru Municipality, MNR]J 38622-38623. Rio
Grande do Norte State, Mossoré Municipality, MNR]
38588.
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Chaunus marinus: Brazil: Amazonas State, Benjamin
Constant Municipality, MNR] 2575, MNR] 11839-
11841. Amapa State, Macapad Municipality, MNR]
15440, MNR]J 4157. Roraima State, Pacaraima Munic-
ipality, MNR] 38998-39001. Par4 State, Obidos Mu-
nicipality, MNR] 20116. Belém Municipality MNR]
32203. Maranhao State, Pindaré-Mirim Municipality,
MNR]J 10367-10371, MNR]J 1930. Venezuela: Zulia
State, Lago Maracaibo, MNR] 37281.

Chaunus schneideri: Brazil: Distrito Federal, Brasilia,
CHUNB 39975. Sao Paulo State, CHUNB 39972-39974,
39976. Espirito Santo State, Concei¢do da Barra
Municipality, MNR] 20950-20951. Bahia State, Bar-
reirinhas Municipality, MNR]J 1319-1321. Mato Grosso
do Sul State, Bonito Municipality, MNR]J 39018-39019.
Goids State, Mambai Municipality, MNR]J 27893.
Minas Gerais State, Lagoa Santa Municipality, MNR]
1339, MNR] 37003-37004. Belo Horizonte Municipal-
ity, AL 253-254 (paratypes of Chaunus paracnemis).
Pernambuco State, Dormentes Municipality, MNR]
30022-30023. PARAGUAY: NHMB 1916 (holotype of
C. schneideri).

R. A. BRANDAO ET AL.

Chaunus sp. Brazil: Rio Grande do Norte State,
Mossoré Municipality, MNR] 38597.

Chaunus rubescens: Brazil: Distrito Federal, Brasilia,
CHUNB 39969-39960. Minas Gerais State, Belo Hor-
izonte Municipality, AL 993 (paratype of Chaunus
rufus). Presidente Olegario Municipality, MNR] 34766,
MNRJ 22470. Pirapora Municipality, AL 2414. Joao
Pinheiro Municipality, MNR] 3884-3845. Lagoa Santa
Municipality MNR] 1409.

Chaunus veredas: Brazil: Bahia State, Cocos Munic-
ipality CHUNB 40282, CHUNB 37437-37438, CHUNB
38652-38654, Minas Gerais State, Grande Sertao
Veredas National Park, Chapada Gaticha Municipal-
ity, MZUSP 128285A-128293A, Serra das Araras State
Park, Serra da Araras Municipality, CHUNB 34106—
34109, 34112-34114, Buritizeiro Municipality, CHUNB
43327-43333, Pirapora Municipality, MNR]J 1387,
MNR]J 39014-39017, MNRJ 39051-39052, Corrente
Farm, Varzea da Palma Municipality, MNR]J 39035,
Piaui State, Estacdo Ecoldgica Urugui-Una, Urugui-
Una Municipality, MNR] 39050.



ANEXO 2

Rhinella cerradensis sp. nov. (artigo publicado no periodico Zootaxa 1627: 23-39, 2007).
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Abstract

A new toad, Rhinella cerradensis, is described, including its tadpole and the advertisement call. The new species occu-
pies Cerrado habitats in the Brazilian states of Piaui, Bahia, Goias, Minas Gerais, and Distrito Federal. The species is
characterized by its large size; absence of tibial glands; well developed crania crests; short hands; sexually dimorphic
coloration; and by the absence of a spiracle tube of the tadpole. The new speciesisincluded in the Rhinella marina group
by the presence of ajagged suture formed by the articulation between the pterygoid medial ramus and the parasphenoid
aae, as well as other shared morphological features. Morphological characters and statistical analyses inferred by mor-
phometric feature suggest the existence of two subgroups of species within R. marina group. However, taxonomic rear-
rangements are not made here and await phylogenetic analysis.

Key words. Rhinella cerradensis sp. nov., Rhinella marina group, Brazilian Cerrado, tadpole, advertisement call, oste-
ology, morphological analyses

Resumo

Uma nova espécie de sapo, Rhinella cerradensis, é descrita, incluindo o girino e o canto de aniincio. A nova espécie pos-
sui sua distribuicdo no Cerrado Brasileiro, nos estados do Piaui, Bahia, Goiés, Minas Gerais e no Distrito Federal. A
espécie se caracteriza pelo grande porte; auséncia de glandulas tibiais; cristas craniais bem desenvolvidas; méos curtas,
coloragdo distinta entre machos e fémeas; e pela auséncia no girino do tubo do espiraculo. A nova espécie deve ser
incluida no grupo Rhinella marina pela presenca de uma sutura formada pela articulagéo entre o ramo media do pteri-
géide e aalado paraesfendide, além de outras caracteristicas compartilhadas. Atributos morfol 6gicos e andlises estatisti-
cas inferidas por dados morfométricos sugerem a existéncia de dois subgrupos dentre as espécies do grupo Rhinella
marina. Entretanto qualquer arranjo taxondmico somente podera ser feito quando suportado por uma andlise filo-
genética.

Palavras-chave: Rhinella cerradensis sp. nov., grupo Rhinella marina, Cerrado Brasileiro, girino, canto de anuncio,
osteologia, andlise morfologica
Introduction

The genus Rhinella Fitzinger, 1826 comprises 73 species distributed in North, Central and South America
(Chaparro et al., 2007; Frost, 2007). Despite recent changes in Bufonidae taxonomy (e.g., Frost et al., 2006;
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Pramuk et al., 2007), the composition of the phenetic groups remains unchanged, including the Rhinella
marina group which currently consists of nine species: R. marina (Linnaeus); R. icterica (Spix); R. poeppigii
(Tschudi); R. arenarum (Hensel); R. schneideri (Werner); R. rubescens (A. Lutz); R jimi (Stevaux); R.
achavali (Maneyro, Arrietaand de S4); and R. veredas (Branddo, Maciel and Sebben) (Frost, 2007).

Herein, we describe a new species of the R. marina group from Brazilian Cerrado that is morphologically
similar to R. icterica, R. marina, R. poeppigii, R. schneideri, and R. jimi. We assign the new species to the R.
marina group based on the presence of ajagged or “scalloped” suture formed by the articulation between the
medial ramus of the pterygoid and the parasphenoid alae (Pramuk, 2006), as well as other shared characters
(Dudllman & Schulte, 1992; Pramuk, 2006). We also provide descriptions of the tadpole and advertisement
cal. Morphological and morphometric comparisons with other species of the R. marina group provide
insights concerning its present phenetic arrangement.

Material and methods

Specimens used for the description and comparisons are deposited in Colegdo Herpetol gica da Universidade
de Brasilia (CHUNB), Colecdo Antonio Sebben-Universidade de Brasilia (ASUnB), Museu Nacional
(MNRJ), Adolpho Lutz collection (AL, housed at MNRJ), Museu de Ciéncias e Tecnologia da Pontificia Uni-
versidade Catdlica do Rio Grande do Sul (MCP), Naturhistorisches Museum (NHMB), and Museu de Zoolo-
gia da Universidade de Séo Paulo (MZUSP). Measurements were made using digital calipers (to nearest 0.1
mm). Measurements of adults follow Brandado et al. (2007) and include the following twenty measurements:
snout-vent length (SVL), head length (HL), head height (HH), head width (HW), maximum length of parotoid
gland (PGL), maximum width of parotoid gland (PGW), tympanum diameter (TD), eye diameter (ED), eye to
nostril distance (END), interocular distance (I0OC) (distance between the canthal and preocular crests of each
head side), interorbital distance (I0D) (minimum distance between the supraocular crests), internostril dis-
tance (IND), snout to nostril distance (SND), hand length (HAL), forearm length (FAR), upper arm length
(UAR), tibialength (TIL), thigh length (THL), tarsus length (TL), and foot length (FL). The webbing formu-
lae follow Heyer et al. (1990). Sex was determined by direct observation of secondary sexual characters
including the presence of keratinous pointed spicules on dorsum, keratinized fingers and arms, and vocal sacs.
A principal component analysis (Marcus, 1990) was used to summarize morphometric differences among
the species of the R. marina group. We log-transformed each measurement prior to the analysis, including a
total of 294 specimens of al recognized speciesin the R. marina group with the exception of R. poeppigii. We
measured the following number of specimens of each species: R. marina (n=103); R. icterica (n=29); R.
arenarum (n=25); R. schneideri (n=27); R. rubescens (n=49); R. jimi (n=9); R. achavali (n=5); R. veredas
(n=29), and R. cerradensis sp nov. (n=18). The PCA was applied to the correlation matrix obtained from
eleven log,-transformed measurements. We analyzed the following |0g,,-transformed measurements: snout-
vent length; head height; head length; head width; maximum length of parotoid gland; maximum width of
parotoid gland; tympanum diameter; hand length; hand, forearm, and upper arm length (for the PCA we used
a measurement formed by a combination of the last three measurements); foot length; and thigh, tibia, tarsus,
and foot length (for the PCA we used a measurement formed by a combination of the last four measurements).
Measurements of the tadpoles and terminology followed Altig and McDiarmid (1999). The following
eight measurements were taken: body length (BL), internaria distance (IND), interorbital distance (10D),
maximum tail height (MTH), tail length (TAL), total length (TL), tail muscle height (TMH), tail muscle width
(TMW). The developmental stages follow Gosner (1960). Tadpoles were collected in atemporary pond in an
open area (Campo Sujo, open grassland with scattered bushes and small trees) at Centro de Instrucéo e Ade-
stramento de Brasilia (CIAB), Brasilia municipality, Distrito Federal, Brazil. We found pairing adults of the
new species in this area on the date the tadpol es were collected. The new specieswas also found breeding in a
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permanent pond. The tadpoles were compared with descriptions of other species of the R. marina group
(Rosa, 1951; Savage, 1960; Rosa, 1965; Cei, 1980; Heyer et al., 1990; Eterovick & Sazima, 1999). Specimens
used in descriptions are deposited in Colecéo Herpetol 6gica da Universidade de Brasilia (CHUNB).

Osteological features were taken from dry (n=1) and double-cleared and stained (n=2) specimens. Speci-
mens were cleared and stained following the protocols of Taylor & Van Dyke (1985), and Hanken & Wasser-
sug (1981). For osteological descriptions we used mainly the cranial features presented by Pramuk (2006).
Morphological observations and photographs were made with digital cameras. Specimens are housed in
Colegdo Antonio Sebben (ASUnB), Universidade de Brasilia.

The advertisement call was recorded with a digital Gama Power model |C Recorder GP 8DR. A total of
four calls were recorded. The audiospectrograms were prepared in Soundruler software (Gridi-Papp, 2004).
FFT at 2048 points was used to analyze the call. The sample rate was set at 22050Hz and frequency resol ution
at 21.5Hz with 16 bit resolution. The results were compared to the advertisement calls of sympatric species of
R. marina group, R. schneideri (Kohler et al., 1997) and R. rubescens (Haddad et al., 1988; present work).
The advertisement call of the new species was also compared to othersin the literature (Martin, 1972; Heyer
et al., 1990; Straneck et al., 1993; De LaRivaet al., 1996; Crocroft et al., 2001). We re-analyzed the adver-
tisement call of R. icterica provided by Heyer et al. (1990). The call of R. arenarum (provided by Straneck et
al. 1993) was digitalized with Adobe Audition Software (sample rate 22Hz, 16 bits resolution) and analyzed.
We aso analyzed five advertisement calls of R. marina from Tambopata, Peru (Crocroft et al., 2001), and 13
advertisement calls of R. rubescens from Brasilia municipality, Distrito Federal, Brazil, using FFT at 512
points. The terminology used for the description and comparisons of advertisement calls typicaly followed
Heyer et al. (1990).

Results

Rhinella cerradensis sp. nov.
(Figs. 1-3)

Holotype: Colecdo Herpetol gica da Universidade de Brasilia (CHUNB 49573), adult male collected at Cen-
tro de Instrucdo e Adestramento de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal, Brazil (14°49'S; 45°58'W) in Novem-
ber 2002, by N.M. Macidl, R.H. Matsushita, A.Q.TeixeiraJr., and B. A. Duar.

Paratypes. CHUNB 40276, 40277, 40280, 49281 (maes), 40278, 40279 (females), collected along with
the holotype; CHUNB 4027340275 (females), collected at Rio Pratuddo Farm, Correntina Municipality,
Bahia State, in October 1996 by R.A. Branddo; CHUNB 13790-13791 (females), collected at Emas National
Park, Mineiros Municipality, Goias State, in November 1998 by R.A. Branddo; CHUNB 38669 (male), col-
lected at Jardim Botanico, Brasilia, Distrito Federal, in January 2001 by B.A. Duar; CHUNB 25043 (female),
collected at Brasilia, Distrito Federal, in September 2001 by O. R. Pires Jr.; CHUNB 38655, 38656 (females),
38658 (juvenile), collected at Trijungdo Farm, Cocos Municipality, Bahia State, in October 2001, by R.A.
Branddo; CHUNB 29386 (male), collected at Brasilia, Distrito Federal, in August 2002 by D.S. Diniz;
CHUNB 39979-39980 (females), collected at Trijuncdo Farm, Cocos Municipality, Bahia State, (data not
recorded) by R.A. Branddo; CHUNB 39953 (female), collected at Centro de Instrucdo e Adestramento de
Brasilia, Brasilia, Distrito Federal, in January 2003, by N.M. Maciel; CHUNB 38668 (male), collected at Cen-
tro de Instrucdo e Adestramento de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal, in August, 2003, by N.M. Maciel, R.H.
Matsushita, and R.A. Brand&o (advertisement call recorded); CHUNB 38667 (female), 38670-38671 (males),
collected at Trijungdo Farm, Cocos Municipality, Bahia State, in October 2004, by R.A. Branddo, N.M.
Maciel and A. Sebben; CHUNB 43864 (female), collected at Sdo Domingos Municipality, Goias State, in
November 2004. Species measurements are provided in Table 1.
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TABLE 1. Means, Standard Deviation (SD), and ranges of Rhinella cerradensis (n = 11 males and n = 15 females).

Variables Males (n=11) Females (n=15)

Mean (£SD) Ranges Mean (£SD) Ranges
Snout-vent length 120.4 (¥13.4) 103.3-147.1 114.5 (+20.1) 82.0-143.0
Head length 35.8(+3.2) 329418 33.3(5.4) 24.5-40.3
Head height 23.7 (¥3.3) 19.4-29.3 23.5(%3.7) 18.3-30.3
Head width 43.3 (x4.9) 38.5-52.9 41.4 (£6.2) 32.7-50.9
Max. length of parotoid gland 29.1 (¢5.7) 22.4-42.7 26.8 (6.1) 17.1-37.8
Max. width of parotoid gland 14.5 (£3.9) 10.8-23.2 14.7 (x2.8) 11.3-20.0
Tympanum diameter 9.0 (x0.8) 8.0-10.4 7.9 (x0.9) 6.3-9.6
Eye diameter 13.2(x1.2) 11.4-16.0 12.7 (x2.0) 9.5-16.2
Eye to nostril distance 6.6 (x1.2) 4.8-8.3 5.9 (x£0.8) 45-7.3
Interocular distance 16.0 (x2.0) 13.7-19.6 15.4 (£2.0) 12.0-18.3
Interorbital distance 16.6 (1.8) 13.3-18.9 15.2 (x2.5) 12.3-20.2
Inter-nostril distance 8.0 (x1.0) 7.0-9.9 7.8 (x1.3) 6.0-9.8
Snout to nostril distance 4.5 (£0.8) 3564 4.2 (£0.8) 3.2-5.7
Hand length 28.3(x3.4) 23.9-34.5 25.1 (4.0 19.5-32.0
Forearm length 30.0 (£3.3) 26.0-36.1 25.8 (+4.5) 16.6-33.5
Upper arm length 23.2(z4.3) 16.6-29.8 17.3(x4.4) 9.8-24.4
Tibialength 47.8 (£5.4) 40.4-58.5 41.6 (£7.5) 29.9-52.1
Thigh length 52.0 (x£7.1) 43.8-65.9 45.1 (+8.6) 31.6-60.0
Tarsus length 29.4 (+4.9) 24.4-40.3 24.7 (£4.5) 16.3-30.1
Foot length 47.8 (£4.9) 41.0-54.9 40.7 (£7.0) 27.8-52.7

Diagnosis and comparisons with other species. A medium to large sized species, similar to R. icterica,
R. marina, R. poeppigii, R. schneideri, and R. jimi mostly by the well developed cranial crests, long and broad
parotoid gland, head wider than long, and morphometric features (see morphometric analysis section).
Rhinella cerradensis has the following unique combination of features within the R. marina group: medium to
large size, (males 120.4 (£13.4) mm, ranging 103.3-147.1 mm and females 114.5 (+20.1) mm, ranging 82.1—
139.8 mm); head wider than long; well developed cranial crests, with evident spicules; snout in dorsal view
mucronate to truncate and obtuse in lateral view; amedium sized parotoid gland, parotoid gland dliptical, yel-
lowish, with a high density of keratinous pointed spicules; pointed spicules present on dorsal glands, fore, and
hind limbs; tibial gland absent; dorsum uniform brownish to dark green and venter brownish white in males;
females with brownish green dorsum, but with black coloration in many areas (sometimes also in hind limbs),
resembling R. icterica female coloration; a jagged or “scalloped” suture formed by the articulation between
the media ramus of the pterygoid and the parasphenoid alae. The new species can be quickly distinguished
from R. schneideri and R. jimi by the smaller body and parotoid gland size and by the absent of tibial gland
(PGL in R. schneideri 28.9 (£9.8) mm (n=27), R. jimi 34.8 (¥x11.8) mm (n=9), and R. cerradensis 27.5 (x7.7)
mm (n=18)). From R. icterica the new species can be distinguished by size of parotoid gland (larger and
rounded in R. icterica, PGL=29.7 (+9.6) mm (n=29)); by a less developed preocular crest; by narrow head
(widein R. icterica); by tympanum without folded skin (present in R. icterica); and by smaller hand (HAL in
R. cerradensis 25.7 (£6.0) mm (n=18) and in R. icterica 26.7 (x6.1) mm (n=29)). From R. marina, R. cer-
radensis can be distinguished by shape of parotoid gland (almost rounded in R. marina); by narrower and
longer head (wider in R. marina). From R. veredas, it can be easily distinguished by complete supraocular
crest and by dorsal coloration of the male. From R. rubescens, it can be distinguished by its larger size
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(SVL=115.5 (+26.4) mm (n=18) in R. cerradensis and 69.1 (+23.4) mm in R. rubescens (n=49)); shape of
parotoid gland (long and narrow in R. rubescens); wider head (LC=23.2 (£7.4) mm in R. rubescens (n=49));
snout profile (sub-dliptical in dorsal view in R. rubescens), cranial crests developed (weakly developed in R.
rubescens); and dorsal glands with keratinous spicules on body (smooth in R. rubescens). From R. arenarum,
it can be distinguished by larger size (SVL= 87.3 (x11.0) mm in R. arenarum (n=25)); parotoid gland shape
(long and narrow in R. arenarum), by more developed cranial crests (weakly developed in R. arenarum);
tongue long and narrow (rounded and short in R. arenarum); and by dorsal male coloration. From R. achavali
it can be distinguished by larger size (SVL= 95.4 (+6.2) mm in R. achavali (n=5)), shape of parotoid glands
(long and narrow in R. achavali); by dorsal male coloration; by pointed spiculae on body glands; and by the
rough skin.

e " : " __1-"." _’ . "’-... L *H‘ - d! _ : .-?.__ .
FIGURE 1. Adult male of Rhinella cerradensis from Brasilia, DF, Brazil. Photo by Natan Maciel.

Description of the holotype: General aspect robust (Fig. 1A). Head wider than long; SVL approximately
2.7x head width; snout mucronate to truncate in dorsal view and obtuse in lateral view (Figs. 3A and 3B);
amost all cranial crests present and developed, parietal crest absent; pre-tympanic and rostral crests well
developed; supranasal crest evident with rugosites, produced by cranial striations; supratympanic crest devel-
oped, in contact with the parotoid gland; cranial crests keratinized, especially the supraocular crest; loreal
region smooth; nostrils large, with lateral elliptic openings directed upward; interorbital distance and eye
diameter equal in length; eye diameter about 1.5x tympanum diameter; eyelid large, with small keratinous spi-
cules; tympanum visible, well developed, rounded; dorsum of head flat, with small rounded spicules. Parotoid
gland evident, elliptical, with keratinous spicules; parotoid length about 2.6x its width. Tongue longer than
wide, smooth, with one single superficial central fold, free inits posterior end, attached to jaw; vomerine teeth
absent; choanae elliptical. Fingers thin and developed (Fig. 3C); forearm and arm robust; relative finger
length Il <1V < | < lI; fingers without webbing; tips of fingers keratinized and dark in dorsal view; subartic-

LARGE NEW SPECIES OF RHINELLA Zootaxa 1627 © 2007 Magnolia Press - 27



ular tubercles at base of al fingers; subarticular tubercles present between phalanges Il and 111 of finger I,
subarticular tubercles on phalange 11 of finger I11; outer palmar tubercle large and rounded; inner palmar
tubercle rounded at base of finger |. Nuptial pads evident, dorsally visible on fingers| and I1. Toes with broad
lateral fringes, toe tips keratinized and dark, relative toe lengths | <V <11 < I11<1V; small subarticular tuber-
cles present on toes, between phalanges Il and 111 ontoes i1, 1V and V. Foot webbing present and well devel-
oped; foot webbing formula | 2-2/2 11 1-3 [1l 2-3/2 1V 3/2-2 V; outer metatarsal tubercle small oval; inner
metatarsal tubercle well developed and elongate, weakly keratinized. Metatarsal fringe present, beginning at
tip of toe |, covering 2/3 of metatarsal length (the fringe is interrupted by inner metatarsal tubercle); plantar
surface with small, conical callosities. Dorsal skin rough; dorsum covered by rounded and oval glands of dif-
ferent sizes; all glands with black and pointed keratinized spicules; spicule humber varies with gland size;
glands are smaller and more dense on anterior and posterior limbs. Measurements of holotype (in mm): SVL
109.9; HL 32.8; HH 21.0; HW 40.6; PGL 28.9; PGW 10.8; TD 8.8; ED 13.3; END 4.9; I0C 14.1; 10D 15.0;
IND 7.5; FN/DFN 4.1; HAL 26.6; FAR 20.5; UAR 17.3; TIL 47.5; THL 49.8; TL 27.7; and FL 50.2.

FIGURE 2. An amplectant pair of Rhinella cerradensisfrom Brasilia, DF, Brazil. Photo by Rubens Hisanari Matsushita.

M orphometric analyses: The PCA suggests the presence of two morphological subgroups in species of
R. marina group (Fig. 4). A subgroup of species represented by the white symbols, composed by R. marina, R.
icterica, R. schneideri, R. jimi, and R. cerradensis and another represented by the black symbols, consisting of
R. arenarum, R. rubescens, R. achavali, and R. veredas. The first two scores account for atotal of 94.8% of
the variance. The first component accounts for 88.4% of the variance and showed high and positive scores.
The second component accounts for 6.4% of the variance and showed positive higher values for tympanum
diameter and foot and leg lengths, and negative values for parotoid gland length (Table 2). Examination of
factor loadings suggested the formation of two subgroups. The first subgroup (white symbols) is composed of
the larger sized species, with developed and marked cranial crests, relatively smaller tympanum, and shorter
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limb length. The second subgroup (black symbols) isformed by the smaller species with less developed cra-
nia crests and relatively longer parotoid glands (Fig. 4).

TABLE 2. PCA Scores for the first two factors with logarithmized body measurements and percentage of variation
explained, for nine species of Rhinella marina species group (n=294).

Variables Score 1 Score 2
Snout-vent length 0.561 0.881
Head height 0.511 0.431
Head length 0.556 0.653
Head width 0.595 0.620
Max. length of parotoid gland 0.706 0.326
Max. width of parotoid gland 0.820 —6.549
Tympanum diameter 0.507 2.897
Hand length 0.597 0.635
Hand, fore arm, and upper arm length 0.592 0.700
Foot length 0.596 1.255
Thigh, tibia, tarsus, and foot length 0.613 1111
Variance explained 88.39% 6.38%

Coloration: Sexual dimorphism is well marked in coloration (Fig. 2). In life, males have a brownish
green dorsum (sometimes a dark green dorsum) and a brownish white venter. Females have the same brown-
ish green dorsum and brownish white venter of the male, but show black coloration in many areas of dorsum
(sometimes aso on hind limbs). In this respect, the females of this species resemble R. icterica females. The
coloration of preserved specimens resembles the coloration of males and females in life, but the parotoid
glands turn yellowish.

Description of the tadpole: Descriptions are based on a tadpole series (CHUNB 49574) collected at
Estacéo Radio, Centro de Instrug@o e Adestramento de Brasilia, Brasilia Municipality, Distrito Federal on 31
August 2002, by N.M. Maciel and R.H. Matsushita. Tadpole series measurements are provided in Table 3.
Measurements of the specimen used for description (Fig. 5) (in mm): BL 9.72; IND 1.30; 10D 2.90; MTH
4.30; TAL 12.64; TL 21.76; TMH 1.50; TMW 1.65. The specimen used for description isin stage 40 (Gosner,
1960) (Fig. 5). Body dlliptical in lateral (Fig. 5A) and dorsal views (Fig. 5B). Body 76% of tail length and
45% of total length; body wider than deep; snout rounded in lateral and dorsal views, eyes dorsal, directed lat-
eraly; distance between eyes 2.2x the distance between nostrils; nostril opening kidney shape; spiracle sinis-
tral, near to midbody axis, opening in the body wall, without external tube. Vent tube medial (easily visiblein
tadpoles in early stages). Tail musculature gradually tapering to rounded tip. Caudal fin fusiform; dorsal fin
about same height as ventral fin. Color in preservative uniform, dark brown. Oral disc anteroventral, and
emarginated laterally in lower and upper jaw. LTRF 2(2)/3(1); A2 dlightly longer than A1, P1 slightly shorter
than A1 and longer than P2 and P3. Lower jaw serrate and shallowly V-shaped. The majority of tadpole spec-
imens are in stages 40-42. The tadpoles in stage 42 differed from those in stage 40 mainly by the development
of hindlimbs, presence of emerged forelimbs, more rounded snout, and shorter body.

The tadpoles described from species of the R. marina group and those of the new species are similar in
general shape (Rosa, 1951; Savage, 1960; Rosa, 1965; Cei, 1980; Heyer et al., 1990; Eterovick & Sazima,
1999). According to Eterovick & Sazima (1999) the tadpoles of R. rubescens are more similar to those of R.
schneideri in body proportions and spiracle position, while the tadpoles of R. arenarum more closely resemble
those of R. icterica. The tadpoles of the new species resemble R. rubescens and R. schneideri in body propor-
tions and spiracle position.
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FIGURE 3. Rhinella cerradensis, CHUNB 49573 (holotype) adult male (A) dorsal view of head, (B) lateral view of
head, (C) palmar view of manus, (D) plantar view of pes. Drawings by Pedro Aquino.

Thetadpole of R. cerradensis can be diagnosed by body proportions, spiracle position, and the absence of
an external spiracular tube, with the opening in the body wall (Fig. 5A). The absence of an external tube is
unique among the tadpoles described of the R. marina group.

Osteological features: Skull with the robust general aspect of the species of Rhinella marina group
(sensu Pramuk, 2006). The specimens analyzed have extremely well-ossified and exostosed crania that are
ornamented with deep striations, pits, and rugosities. The cranium is wider than long, with the greatest width
at the level of the quadratojugals, asit is characteristic of other species of the group. All cranial crests present,
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with the exception of the parietal crest (Fig. 6). The Arabic numbers between quotations marks in the text
indicate skull features of the new species (see Fig. 6). A detailed description of cranial features follows. Alary
process of premaxilla postero-lateraly positioned; premaxilary bones are miss in the figure, frequently split
during osteological bufonid preparations; vertical process of maxilla flattened laterally but dilated medialy,
maxillary crest well developed (5) (Fig. 6B and C); nasalsin contact medially (1), anterior tips of nasals ven-
trally projected, ornamentations along edges forming the canthal (3) and supraorbital crests (4) (Fig. 6A); ver-
tical arm of nasals robust on top and flattened on bottom; anterior portion of frontoparietal with rectangular
shape, posterior portion projected at posterior end of skull, composing apical part of foramen magnum (2);
frontoparietal not contacting prootic process (2) (Fig. 6A); medial area of frontoparietal large, with a portion
that does not compound cranial box; this lateral portion bends in a plane approximately 90° relative to roof of
skull, forming supraorbital crests; in this configuration thereis no ventral groove for occipital artery. Supraor-
bital crests ornamented, composing a continuum with cantha crest; squamaosal with a great mosaic of planes
and processes, formed mainly by dorsal, vertical, and medial planes, medial plane blade-shaped, poorly devel-
oped, and projected to maxillary bone, horizontally oriented and poorly developed posteriorly; alarge medial
projection (otic plate) on top of squamosal; exoccipitals not fused one with another; awell developed prootic
process that does not touch frontoparietal; a jagged or “scalloped” suture formed by articulation between
pterygoid medial ramus (8) and the parasphenoid aae (7) (Fig. 6B and 6C; sensu Pramuk, 2006); neopalatine
bone bearing a blade-like projection (Fig. 6B and 6C); dorsal surface of sphenethmoid covered completely by
medial articulation of nasals and frontoparietals (6); nasals not expanded dorsolaterally (as they are in R.
granulosa species group), and forming a transverse suture with frontoparietal's; jaw articulation lies posterior
to level of the fenestra ovalis; and with a complete temporal arcade (sensu Pramuk, 2006).

TABLE 3. Measurements (in millimetres) of 19 tadpoles of Rhinella cerradensis (stages 32—42). The developmental
stages follow Gosner (1960).

Variables Mean (£SD) Ranges
Body length (BL) 8.93 (+0.63) 8.03-10.02
Internarial distance (IND) 1.26 (x0.15) 1.00-1.55
Interorbital distance (10D) 2.78 (x0.20) 2.40-3.00
Maximum tail height (MTH) 3.60 (+0.41) 2.95-4.30
Tail length (TAL) 11.65 (+1.46) 9.66-13.92
Total length (TL) 20.08 (+1.68) 17.76-22.91
Tail muscle height (TMH) 1.51 (+0.15) 1.30-1.75
Tail muscle width (TMW) 1.21 (£0.23) 0.90-1.75

Advertisement call: Therecording was made at Centro de Instrugdo e Adestramento de Brasilia, Brasilia,
Distrito Federal in August 15 2003, 22:30h. The air temperature was 17.1°C, with 73% relative humidity. The
specimen has SVL=117.7 mm. The advertisement call graphics are shown in Figure 7. The callswere variable
in duration (1.9-12.4 s). Mean call rate was 9.8+0.6 notes per second. (19-129 notes per cal). Note rate and
note interval were based on the means of 10 notes of the calls. The mean note rate was 44.7 (£2.41) msand the
interval among note average 66.5 (+2.17) ms; each note was formed by three pulses (Fig. 7B). Dominant and
fundamental frequencies were also determined from five notes from various parts of the calls. Mean dominant
and fundamental frequencies were 839.0 (+8.9) Hz and 421.0 (£3.3) Hz, respectively.

The advertisement call of R. cerradensis resembles that of other speciesin the R. marina group. Although
the calls of the Rhinglla marina species group are conservative, they present some differences. The notes per
advertisement call of R. cerradensisis more variable than R. schneideri (33—40; Kohler et al., 1997), R. icter-
ica (4—20; Heyer et al., 1990), R. poeppigii (10-45; De LaRivaet al., 1996), R. arenarum (61-107; Straneck
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et al., 1993), R. marina (19-25; Crocroft et al., 2001), and R. rubescens (5-25) (present work). The number of
pulses per note of the new species (three) is equal to those of R. schneideri (Kohler et al., 1997), and R.
arenarum (Straneck et al., 1993), while in R. icterica they range from one to three (Heyer et al., 1990), three
to five in R. poeppigii (De La Riva et al., 1996), five pulses in R. marina (Crocroft et al., 2001), and two
pulses in R. rubescens (present work). The advertisement call of R. schneideri has a second power peak of
2100 Hz above the dominant frequency (Kohler et al., 1997). Rhinella icterica (Heyer et al., 1990), R. rubes-
cens (Haddad et al., 1988), R. marina (Crocroft et al., 2001), R. poeppigii (De La Riva et al., 1996), R.
arenarum (Straneck et al., 1993), and the new species lack the second power peak. However, the spectrogram
of R. arenarum provided by Martin (1972) showed a second power peak above the dominant frequency. The
re-analyzed call of R. icterica (Heyer et al., 1990) presented alower fundamental and dominant frequencies of
324.9 (£4.5) and 646.0 (£0.2) Hz than R. cerradensis 421.0 (£3.3) and 839.0 (£8.9) Hz. Conversely, R.
marina (Crocroft et al., 2001) showed higher fundamental and dominant frequencies of 559.9 and 1119.7 Hz
(with no frequency variation among notes) among these three species (R. icterica, R. cerradensis, and R.
marina). The advertisement call of R. arenarum (Straneck et al., 1993) presented a dominant frequency of
1348 (+£18.3) Hz, similar to R. rubescens, dominant frequency of 1015.6 (+41.1) Hz.
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FIGURE 4. Didtribution of the species of Rhinella marina group in the two first principal components. The PCA sug-
gested the presence of two morphological subgroups within the R. marina group indicated by the white and black sym-
bols.

Etymology: “Cerrado” isthe second largest South American biome and nearly restricted to Brazil. It can
be characterized as a complex mosaic landscape composed of savanna, grassland and forest physiognomies,
determined by sail fertility, natural fires, and water availability (Ribeiro & Walter, 2001). Despite the great
number of endemic and rare species, the Cerrado is severely threatened by increasing deforestation, charcoal
production, and large hydroelectric dams. As aresult the Cerrado was recognized as one of the world’s biodi-
versity hotspots (Myers et. al., 2000). The known distribution of R. cerradensis is restricted to the Brazilian
Cerrado biome. So, the specific name is in recognition of this important, poorly known and endangered
biome; it is used as a noun in apposition.
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FIGURE 5. Tadpole of Rhinella cerradensis, (A) lateral view, (B) dorsal profile, (C) ora disc. Stage 40 of Gosner
(1960). Drawings by Nubia Shelly.

Distribution: Rhinella cerradensis has a large distribution in the Cerrado, occurring in the Brazilian
states of Piaui, Bahia, Goias, Minas Gerais, and Distrito Federal (Fig. 8).

Natural history notes: Field observations were made in the states of Distrito Federal, Bahia, and Goiés.
We have carried out studies at Centro de Instru¢do e Adestramento de Brasilia (CIAB) since 2001. Rhinella
cerradensis was observed in March (end of the rainy season), and August to October of 2002 (from dry season
to just before the beginning of the rainy season), when periodical visits were made to the area. Adults were
aways found in open Cerrado physiognomies (Cerrado and Campo Sujo; see Ribeiro & Walter 2001 for an
account of the Cerrado physiognomies). We observed the reproductive activity, recorded the advertisement
call, and collected tadpoles. We found a carcass of an adult male of R. cerradensis completely eviscerated
with untouched secretory parotoid glands. R. schneideri and R. rubescens were aso found breeding in the
same permanent pond at Brasilia. In Emas National Park we recorded a Conepatus striatus (Mammalia: Mus-
telidae) feeding upon an adult R. cerradensis. The new species is sympatric with R. schneideri and R. veredas
in western Bahiaand Piaui states, and with R. schneideri, and R. rubescensin the states of Distrito Federal and
Goias. Until now few observations on the natural history of the new species exist, and only four advertisement
calls have been recorded. The elongate and well developed inner metatarsal tubercle suggests that C. cer-
radensis might bury itself during the dry Cerrado season as do other Neotropical species (e.g., Eupemphix nat-
tereri, Pleurodema diplolistris, and Odontophrynus cultripes).
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FIGURE 6. Double-cleared and stained skull of Rhinella cerradensis (male, ASUNB 2554). (A) Dorsal view, and (B)
ventral view. The blue area stained by acian blue is cartilage. (C) Ventral view of the macerated skull of Rhinella cer-
radensis (male, ASUnB 2553). The arrows indicate the unique morphologica synapomorphy of the Rhinella marina
group. The Arabic numbers indicate skull features of the new species (see detailsin the text). The premaxillae are missed
in the figure. Photos by Patricia Wanderley and Leandro Campos.

Discussion

Recently Pramuk et al. (2007) published a phylogenetic hypothesis of Bufonidae based on the analysis of
2521 bp of DNA (including mitochondrial and nuclear genes). Their phylogeny differ markedly from those of
Frost et al. (2006) and Pauly et al. (2004) mainly by the placement of the Rhinella margaritifer and Rham-
phophryne nested within the large South American clade of the former Bufo (Chaunus, fide Frost et al., 2006).
We agree with Pramuk et al. (2007) that the phylogenetic placement recovered by Frost et al. (2006) could be
an artefact of poor taxon and character sampling within the Rhinella and Rhamphophryne clades. As stated by
Frost et al. (2006) ‘[if] Rhinella Fitzinger, 1826, [is] found to be nested within Chaunus Wagler, 1828, the
name Rhinella will take precedence for the inclusive group’. In accordance with Frost et al. (2006) and based
on the results of Pramuk et al. (2007) we tentatively assign the new species to Rhinella genus.

Rhinella cerradensis is endemic to the Brazilian Cerrado biome and distinguishable from other speciesin
the Rhinella marina group mainly by itslarge size, absence of tibial glands, high density of pointed keratinous
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spicules on males, adult coloration, relatively smaller hands, and tadpoles without an external spiracle tube
(Figs. 1-3, 5). Previously, the new species likely was misidentified with others toads such as R. icterica
(Souzaet al., 2001).
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FIGURE 7. Oscilogram of the section (A) and of the call (B); spectrogram (C) and power spectrum (D) of the advertise-
ment call of Rhinella cerradensis. Recording file: Rhinella cerradensis sp. nov. Bsh. (CHUNB 38668).

Rhinella cerradensis resembles R. icterica, R. marina, R. poeppigii, R. schneideri, and R. jimi by the well
developed cranial crests and size and shape of parotoid glands. By its build and general appearance Cochran
(1955) stated that R. rubescens ‘appears to be closer’ to R. arenarum than the other bufonids occurring in
southeastern South America. According to Cel (1980), R. rubescens and R. arenarum form a distinct group of
species, which he called the R. arenarum group, while the remaining species were maintained in the R. marina
group. According to Maneyro et al. (2004) and Brandéo et al. (2007), R. achavali and R. veredas are also sim-
ilar to R. arenarum and R. rubescens, sharing traits such as the weakly developed cranial crests, ratio between
length and cranial width, elongate shape of parotoid gland, smaller size, and relatively larger hind limbs and
tympanum. However, this arrangement may not reflect phylogenetic relationships. A phylogenetic study is
necessary to test the hypothesis that the R. marina group includes two distinct lineages.

Unfortunately, we did not have access to specimens of R. poeppigii. However, we are confident that our
results will not change significantly with the inclusion of this species. Recently, Kwet et al. (2006) designated
alectotype and paralectotypes of R. arenarum and provided an identification key to the species of R. marina
group. Currently, R. marina species group is considered to contain 10 species, five of which are found in the
Cerrado biome: R. schneideri, R. rubescens, R. jimi, R. veredas, and R. cerradensis. Given the recent findings
regarding taxonomy and phylogeny of the species currently assigned to the R. marina group ataxonomic revi-
sion is needed.
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FIGURE 8. Distribution of Rhinella cerradensis. The circled dot represents the type locality for the species and the
black circles represent other localities where the species were found. The square represents the specimen identified by

the photo sent by Cristiano Nogueira.
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Specimens examined

Rhinella achavali: BRAZIL: Rio Grande do Sul State: Candiota Municipality, MCP 3937-3940; MCP 4374.

Rhinella arenarum: ARGENTINA: Mendoza, MNRJ 14510-14513; MNRJ 34769. Baia Branca: Buenos
Aires, MNRJ 3871. BRAZIL: Rio Grande do Sul state: Rio Grande Municipality, CHUNB39950-39952.
Torres Municipality, MNRJ 725; MNRJ 5846; MNRJ 9351-9352; MNRJ 1746; MNRJ 9349; MNRJ 9346;
MNRJ 9354. Oz6rio Municipality, MNRJ 38996-38997. “Praia da Cidreira” MNRJ 38976-38978; MNRJ
38982-38987. Parana state: Ribeirdo Claro Municipality, MNRJ 3883.

Rhinella cerradensis; BRAZIL: Distrito Federal: Brasilia Municipality, CHUNB 49573 (holotype);
CHUNB 40276-40281; CHUNB 38669; CHUNB 25043; CHUNB 29386; CHUNB 39953; CHUNB 38668;
CHUNB 49574 (tadpole series); ASUnB 2553 (macerated specimen); ASUnB 2554 (double-cleared and
stained specimen). Bahia state: Correntina Municipality, CHUNB 40273-40275. Cocos Municipality,
CHUNB 38655; 38656; 38658; CHUNB 39979-39980; CHUNB 38667; 38670; 38671. Goias state: Mineiros
Municipality, CHUNB 13790-13791. S& Domingos Municipality, CHUNB 43864.

Rhinella jimi: BRAZIL: Bahia state: Vitéria da Conquista Municipality, MNRJ 16168-16170; MNRJ
2625. Juazeiro Municipality, MNRJ 1323. Pernambuco state: Caruaru Municipality, MNRJ 38622—38623.
Rio Grande do Norte state: Mossoré Municipality, MNRJ 38588.

Rhinella sp. (marina group): BRAZIL: Rio Grande do Norte state: Mossoré Municipality, MNRJ 38597.

Rhinella marina: BRAZIL: Amazonas state. Benjamin Constant Municipality, MNRJ 2575; MNRJ
11839-11841. Amapa State: Macapa Municipality, MNRJ 15440; MNRJ 4157. Roraima state: Pacaraima
Municipality, MNRJ 38998-39001. Para State: Obidos Municipality, MNRJ 20116. Belém Municipality
MNRJ 32203. Maranhdo state: Pindaré-Mirim Municipaity, MNRJ 10367-10371; MNRJ 1930. VENEZU-
ELA: Zulia state: Lago Maracaibo, MNRJ 37281.

Rhinellaicterica: BRAZIL: Sdo Paulo state: Atibaia Municipality, CHUNB 39960, Botucatu Municipal -
ity, CHUNB 39961-39966; 39978. Parana state: Palma Municipality, MNRJ without number. Rio de Janeiro
state: Nova Friburgo Municipality, MNRJ 32232—-32238. Miguel Pereira Municipality, MNRJ 31739-31741.
Restinga de Marica, MNRJ 38989-38995. Santa Catarina state: Canoinhas Municipality, MNRJ 10451~
10452; MNRJ 1975. Séo Paulo state: Campos do Jordéo Municipality, MNRJ 26239. Ribeirdo Grande Munic-
ipality, MNRJ 28446-28456. Minas Gerais state: Além Paraiba Municipality, MNRJ 3105. Pocgos de Caldas
Municipality, MNRJ 38988. Rio Grande do Sul state: Palmeira das Missdes Municipality, MNRJ 3845.

Rhinella schneideri: BRAZIL: Distrito Federal: Brasilia, CHUNB 39975. Sdo Paulo statee CHUNB
39972-39974; 39976. Espirito Santo state: Conceigdo da Barra Municipality, MNRJ 20950-20951. Bahia
state: Barreirinhas Municipality, MNRJ 1319-1321. Mato Grosso do Sul state: Bonito Municipality, MNRJ
39018-39019. Goias State: Mambai Municipality, MNRJ 27893. Minas Gerais state: L agoa Santa Municipal -
ity, MNRJ 1339; MNRJ 37003—-37004. Belo Horizonte Municipality, AL 253-254 (paratypes of B. paracne-
mis). Pernambuco state: Dormentes Municipality, MNRJ 30022—-30023. PARAGUAY: NHMB 1916
(Holotype of C. schneideri)

Rhinella rubescens; BRAZIL: Distrito Federa: Brasilia, CHUNB 39969-39960. Minas Gerais state; Belo
Horizonte Municipality, AL 993 (paratype of B. rufus). Presidente Olegario Municipality, MNRJ 34766;
MNRJ 22470. Pirapora Municipality, AL 2414. Jodo Pinheiro Municipality, MNRJ 3884-3845. Lagoa Santa
Municipality MNRJ 1409.

Rhinella veredas: BRAZIL : Bahiastate: Cocos Municipality CHUNB 40282 (holotype); CHUNB 37437—
37438; CHUNB 38652-38654. Minas Gerais state: Chapada Galicha Municipality, MZUSP 128285A—
128293A. Serra da Araras Municipality, CHUNB 34106-34109; 34112-34114. Buritizeiro Municipality,
CHUNB 43327-43333. Pirgpora Municipaity, MNRJ 1387; MNRJ 39014-39017; MNRJ 39051-39052.
Corrente Farm, Vérzea da Palma Municipality, MNRJ 39035. Piaui state: Estacéo Ecoldgica Urugui-Una,
Urugui-Una Municipality, MNRJ 39050 (paratypes).
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