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1  INTRODUCAO

O género Leptodactylus Fitzinger, 1826 é composto atualmente de 89 espécies,
distribuidas na América do Sul, América Central e sul da América do Norte. Cinco grupos de
espécies sao definidos feneticamente, baseados no comportamento, morfologia e ecologia dos
adultos: Leptodactylus latrans, L. melanonotus, L. pentadactylus, L. fuscus e L. marmoratus.

A taxonomia e as relacdes filogenéticas destes grupos ainda ndo sdo totalmente
compreendidas. Segundo alguns autores, as espécies do grupo Leptodactylus marmoratus
podem ser classificadas em um género a parte, denominado Adenomera Steindachner, 1867.
Frost et al. (2006) em sua hipdtese filogenética para Lissamphibia sugeriram, a partir de
dados moleculares, que o género Leptodactylus é monofilético apenas quando considerado em
conjunto com Adenomera e Lithodytes. Trabalhos como os de Ponssa (2008) e Kwet et al.
(2009) nao aderiram a esta nova classificacdo, ja que apenas Leptodactylus hylaedactylus foi
utilizado como representante de Adenomera ou L. do grupo marmoratus. Neste trabalho,
usamos 0 nome Leptodactylus do grupo marmoratus, para nos referir as espécies de ras que
estavam alocadas no género Adenomera (seguindo Frost et al., 2006).

Todas as espécies de Leptodactylus depositam seus ovos em ninhos de espuma
construidos pelos parentais no momento da oviposi¢do. Caracteristicas como o local de
deposicdo dos ovos e a forma de desenvolvimento do girino variam entre as espécies dos
grupos fenéticos, com um grau de tendéncia a terrestrialidade para atributos de modo

reprodutivo de algumas espécies destes grupos (Heyer, 1969).
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A disponibilidade de hipoteses filogenéticas para diversos grupos, principalmente a
partir de dados moleculares, servem de base para o estudo da evolucdo de caracteres de
diversas naturezas como morfoldgicos, ecoldgicos, comportamentais e bioacusticos através de
analises de reconstrucdo de estados ancestrais (mapeamento) (Avise, 2006). Estas analises
permitem a interpretacdo da evolugéo de diversos caracteres e do comportamento destes na
evolucdo de um dado grupo de organismos. Os atributos podem ter surgido uma Unica vez nas
mesmas linhagens (homologias - que suportam os clados) ou em linhagens independentes
(homoplasias - convergéncias, reversdes ou paralelismos). As espécies de Leptodactylus séo
um excelente grupo para investigacdo da evolucdo de caracteres ecolégico-comportamentais

relacionados aos modos reprodutivos.

2 OBJETIVOS
e Obter uma hipdtese filogenética a partir de dados moleculares para espécies de
Leptodactylus com énfase nas espécies do grupo L. marmoratus
e Estudar a evolucdo de caracteres ecoldgico/comportamentais nas espécies de

Leptodactylus com énfase nas espécies do grupo L. marmoratus

3  MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencédo das Sequéncias

Tecidos (figado e/ou musculo) de espécimes de diversas populacfes de espécies de
Leptodactylus foram obtidos (Figura 1). Os tecidos foram extraidos com kit de extracdo (Kit
Dneasy Tissue - Qiagen) e os fragmentos de rDNA mitocondrial foram amplificados e
sequenciados por reacdo de cadeia de polimerase (PCR), utilizando iniciadores especificos
(Camargo et al., 2006).

O fragmento inteiro previsto para ser utilizado nesse trabalho possui aproximadamente
1800 pb, e é formado por parte do gene 16S, tRNA-Leu (gene completo) e parte do gene
ND1. Os fragmentos 16S foram amplificados utilizando os iniciadores 16Sc (5'-
GT(A/C)GGCCTAAAAGCAGCCAC-3) e 16Sd (5
CTCCGGTCTGAACTCAGATCACGTAG-3) enquanto que os fragmentos ND1 utilizaram
os iniciadores ND1tmet (5-TTGGGGTATGGGCCCAAAAGCT-3) e ND116S (5'-
TTACCCT(A/G)GGGATAACAGCGCAA-3). O iniciador interno 16SaR  (5'-
CGCCTGTTTACCAAAAACAT-3' foi utilizado para a obtengdo das sequéncias, anelando



especificamente no fragmento 16Sc-16Sd. Para espécies que nao obtivemos material
biologico, foram utilizadas sequéncias disponiveis no banco de dados “GenBank” (Figura 1).

As sequéncias que obtivemos foram editadas no programa SeqScape 2.5 e alinhadas
juntamente com as sequéncias disponiveis no “GenBank” no programa Clustal W (Thompson
et al., 1997). O alinhamento apresentou lacunas (“indels”), indicando inser¢des ou remogdes
de bases que podem refletir mudancas evolutivas entre as espécies. Estes "indels” foram
tratados como dados perdidos (“?”’). A frequéncia de cada nucleotideo e a taxa de substituicdo
de bases foram calculadas no programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011)

Figura 1 — Relacdo das espécies e origem da sequéncia mitocondrial utilizadas no presente
trabalho. Sequéncias retiradas do “Genbank™ estdo indicadas juntamente com seu cédigo de acesso.

| Espécie

| Origem da sequéncia
GenBank: EU224402.1

GenBank: AY843574.1
Sequéncia propria

| Origem da sequéncia |
Genbank: DQ158417.1
Sequéncia prépria

Espécie

Paratelmatobius cardosoi Leptodactylus latrans

Centrolene prosoblepon Leptodactylus lineatus

Leptodactylus bokermanni Leptodactylus lutzi Sequéncia prépria
Leptodactylus hylaedactylus

Leptodactylus andreae

Sequéncia propria
Sequéncia propria

Leptodactylus macrosternum Sequéncia prépria

Leptodactylus martinezi Sequéncia prépria
Genbank: AY943237.1

Sequéncia prépria

Leptodactylus araucaria Sequéncia propria

Genbank: FJ784394.1

Leptodactylus melanonotus

Leptodactylus bolivianus Leptodactylus mystaceus

Leptodactylus bufonius
Leptodactylus chaquensis
Leptodactylus didymus
Leptodactylus diedrus
Leptodactylus elenae
Leptodactylus fragilis
Leptodactylus fuscus
Leptodactylus gracilis
Leptodactylus heyeri
Leptodactylus jolyi

GenBank: AY943233.1

Genbank: EF632055.1
Genbank: AY948957.1
GenBank: AY943230.1
Sequéncia propria
Genbank: FJ784394.1
Sequéncia propria
Sequéncia propria
Genbank: EU201051.1
Sequéncia propria

3.2 Anadlises Filogenéticas

Leptodactylus mystacinus
Leptodactylus notoaktites
Leptodactylus pallidirostris
Leptodactylus pentadactylus
Leptodactylus podicipinus
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus spixi

Leptodactylus validus
Leptodactylus wagneri

Sequéncia prépria
Genbank: AY948958.1
GenBank: EF632046.1
Genbank: FJ784394.1

Sequéncia prépria
Genbank: AY947855.1
Genbank: AY948956.1

Genbank: EF632060.1
Genbank: EF632054.1

O modelo de evolutivo para as sequéncias foi selecionado utilizando o jModelTest 0.1.1
(Posada, 2008) com o critério de Akaike (AIC, Bozdogan, 1987). Ajustamos o nimero de

modos substituicdo para 11, de forma que o melhor modelo evolutivo para os dados

moleculares fosse procurado entre 0os 88 modelos possiveis.

A analise Bayesiana foi realizada no programa MrBayes (Huelsenbeck e Ronquist,

2001) utilizando-se 0 modelo evolutivo sugerido pelo jModelTest. Arvores aleatorias foram



utilizadas para iniciar a analise, de modo a atingir 2.000.000 gera¢des. Foram desconsideradas
25% das amostras em fase de aquecimento, visto que foram geradas antes da “estabilizac¢ao”.

Ap0s as andlises, o cladograma de consenso da regra da maioria (50%) com valores de
probabilidade a posteriori foi obtido. Segundo Huelsenbeck et al. (2002), a probabilidade a
posteriori gerada pela analise Bayesiana pode ser interpretada como a probabilidade de que a
arvore (ou o clado) seja a correta. Valores acima que 0,95 foram considerados significantes
para um grupo bem suportado, permitindo inferéncias quanto ao monofiletismo (Leaché e
Reeder, 2002).

As espécies Paratelmatobius cardosoi e Centrolene prosoblepon foram utilizadas
como grupos externos. Esta escolha se baseou nas filogenias de Grant et al. (2006) e Frost et
al. (2006), onde Paratelmatobius se mostra intimamente relacionado as espécies de
Leptodactylus, pertencendo entdo a familia Leptodactylidae. O género Centrolene é alocado
mais distante de Leptodactylus, pertencendo a uma familia filogeneticamente irm4,

Centrolenidae.

3.2 Evolucdo dos Caracteres Ecoldgico-comportamentais (Mapeamento)

Para realizacdo do mapeamento foram obtidos da literatura dados de sete caracteres
ecoldgico-comportamentais (Figura 2). A analise foi realizada no programa Mesquite 2.7.3
(Maddison & Maddison, 2010) a partir da filogenia molecular obtida no presente trabalho.
Para a reconstrucdo dos estados ancestrais foi utilizada a parciménia. A resolucédo dos estados
dos caracteres nos ramos internos da topologia foram resolvidos, em caso de ambiguidades,
através de otimizagoes MPR’s.

O modo reprodutivo em anuros foi definido por Salthe e Duellman (1973) como sendo a
combinacdo de tracos reprodutivos classificados a partir de caracteres como: o local de
oviposicdo, o tipo dos ovos, o0 modo de desenvolvimento dos girinos e a forma de cuidado
parental, quando presente. Haddad e Prado (2005) apresentam a revisdo mais recente sobre
estes modos reprodutivos, sendo entdo, a classificacdo adotada no presente trabalho. Os
estados deste caracter sdo explicados a seguir: modo 11 - ninho de espuma em pogas € girinos
exotréficos; modo 13 — ninho de espuma flutuando na agua acumulada em bacias construidas
e girinos exotrdoficos em pogas; modo 30 — ninho de espuma com ovos e estagios larvais
iniciais em camaras subterraneas que apo6s inundacdo tem 0s girinos carregados para pocas
(exotréficos) e modo 32 — ninho de espuma em camaras subterraneas e girinos que completam

o desenvolvimento no ninho (endotroficos).



Figura 2 — Caracteres ecoldgico-comportamentais utilizados no estudo evolutivo (mapeamento) e

seus respectivos estados.

Estado Posicionamento Calos
de Modo Fecundidade Ambiente do do girino na | nupciais/espinhos |Pigmentacéo
caracter |reprodutivo |(Heyer, 1974)| Habitat girino coluna d'agua nos machos dos ovos
Menos de 50 Areas Corpo d'agua
0 Modo 11 ovos abertas I6tico Nectbnico Auséncia Sem melanina

Entre50 e Formagdes  Corpo d'dgua
1 Modo 13 1.000 ovos  florestais Iéntico Bentdnico Presencga Com melanina

Terrestre - girino

Mais de 1.000 ndo tem contato
2 Modo 30 0vos - com corpos d'agua Terrestre - -

3 Modo 32 - - - - - -

4 RESULTADOS
4.1 Alinhamento

Foram obtidas amplificacfes de todo o fragmento mitocondrial proposto, porém nao
foi possivel sequenciar completamente o fragmento por problemas técnicos relacionados ao
sequenciador. Desta forma, para os resultados apresentados nesse relatdrio utilizamos apenas
parte do gene 16S, contendo 213 pb. O alinhamento ndo pdde ser apresentado aqui devido a
extensdo dos dados e consequente limitacdo do espaco.

A anélise do alinhamento no programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011) indica que a
frequéncia dos nucleotideos foi: A = 30,25%; T = 25,87%; C = 20,98% e G = 22,98%. As
taxas de substituicdo mais significativas foram: T-C = 28,37; C-T =23,01; A-G =15,04 e G-T
= 11,38. A partir destes dados, o modelo evolutivo mais adequado foi o TIM2ef+I+G
(Posada, 2008).

4.2 Andlises Filogenéticas

O modelo evolutivo indicado pelo programa jModelTest foi utilizado na analise
Bayesiana, que gerou o cladograma de 50% da regra da maioria apresentado na Figura 3. Esta
hipdtese filogenética indicou que a espécie mais basal dentre todas as do grupo interno, é

Leptodactylus pentadactylus, com suporte de 0,92 para este clado.



Conforme ilustrado na Figura 3, as espécies do grupo Leptodactylus marmoratus
ficaram bem resolvidas, formando um grupo monofilético suportado pelo valor méximo de
probabilidade a posteriori (1,0). Estas espécies se mostraram mais relacionadas
filogeneticamente com as do grupo L. fuscus, com 0,77 de probabilidade a posteriori para
suporte do clado. Todas as espécies do grupo L. marmoratus ficaram reunidas em um mesmo
clado, sendo: L. andreae + L. heyeri filogeneticamente proximas, com suporte de 0,73; L.
araucaria + L. bokermanni relacionadas com suporte de 0,91 e L. hylaedactylus + L. lutzi + L.
martinezi formando uma politomia que ndo nos permite compreender qual espécie € mais
basal dentro do grupo L. marmoratus.

Figura 3 — Cladograma de 50% da regra da maioria gerado pela analise Bayesiana com os valores de
probabilidade a posteriori indicado nos nés. As cores representam 0s grupos de espécies, sendo:
vermelho — grupo Leptodactylus marmoratus, azul — grupo L. fuscus, laranja — grupo L. pentadactylus,
roxo — grupo L. latrans, verde — grupo L. melanonotus e preto — L. lineatus (ndo incluido em grupos
fenéticos) e P. cardosoi + C. prosoblepon (grupos externos).

Paratelmatobius cardosoi
Centrolene prosoblepon
ﬂ: Leptodactylus andrege
Leptodactylus heyeri
1 091 ———eptodactylus arqucaria
L— | eptodactylus bokermanni
Leptodactylus hylaedactylus
Leptodactylus lutzi
Leptodactylus martinezi
Leptodactylus notoaktites
055 Leptodactylus gracilis
0,77 J Leptodactylus elenae
0,99 Leptodactylus mystaceus
Leptodactylus didymus
ﬂ: Leptodactylus lineatus
Leptodactylus spixi
0,82 Leptodactylus jolyi
Leptodactylus fuscus
0,67 0,75 — Leptodactylus mystacinus
L——— | eptodactylus bufonius
Leptodactylus rhodomystax
067 Leptodactylus fragilis
. L — Leptodactylus macrosternum
059 L——— [ eptodactylus chaguensis
J 0.86 — Leptodactylus podicipinus
09 L [eptodactylus diedrus
092 ’ Leptodactylus melanonotus
’ 089 1 Leptodactylus validus
d Leptodactylus pallidirostris
Leptodactylus wagneri
0,65 ——— Leptodactylus bolivianus
L— [eptodactylus latrans
Leptodactylus pentadactylus

08

Espécies do grupo Leptodactylus fuscus também ficaram reunidas em um mesmo
clado, sendo L. fragilis a espécie mais basal (0,67). Como ¢ possivel observar na Figura 3, L.
rhodomystax foi a Gnica espécie pertencente a outro grupo fenético que ficou embebida com
espécies do grupo L. fuscus, porém este dado ndo é relevante visto que houve a formagédo de
uma politomia. L. didymus + L. mystaceus se mostram altamente relacionadas do ponto de

vista filogenético, suportados por 0,99 de probabilidade a posteriori. L. spixi + L. lineatus



estdo suportadas por um valor de 0,68. L. mystacinus + L. bufonius como espécies irmas
apresentam suporte de 0,75.

Segundo o cladograma apresentado na Figura 3, espécies dos grupos Leptodactylus
melanonotus e L. latrans se mostraram relacionadas, sendo as do grupo L. melanonotus mais
basais. Duas espécies do grupo L. latrans (L. latrans e L. insularum), ndo ficaram proximas as
outras espécies do grupo, porém se trata de um clado onde as relagcdes filogenéticas nao
apresentaram boa resolucdo, formando uma politomia. L. macrosternum + L. chaquensis
apresentam o suporte maximo de probabilidade a posteriori (1,0), assim como L. validus + L.
pallidirostris. L. wagneri se mostra relacionada a estas duas espécies anteriores com suporte
de 0,89. L. podicipinus + L. diedrus estdo relacionadas com suporte de 0,86. L. wagneri €

colocada como a espécie mais basal do grupo L. melanonotus.

4.3  Evolucao dos caracteres ecologico-comportamentais (Mapeamento)

Devido a limitacdo de espaco optamos por apresentar cladograma apenas o
mapeamento do caracter “modo reprodutivo” (Figura 4). Para o restante dos caracteres foi
elaborada a tabela apresentada como Figura 5, onde esta indicado o estado do caracter de cada
clado conforme indicado na Figura 2.

Em relagdo ao caracter “modo reprodutivo”, o estado ancestral para Leptodactylus é
(0) - modo 11, que surgiu apenas uma vez na histéria deste grupo. Segundo nosso estudo da
evolucdo dos caracteres (Figura 4), o modo reprodutivo codificado pelo estado (3) € 0 modo
ancestral para espécies do grupo L. marmoratus. Algumas espécies deste grupo apresentam o

modo 30 (estado 2), indicando possiveis reversdes.

Figura 4 — Mapeamento do caracter “modo reprodutivo” indicado na topologia através de
cores da seguinte forma: branco — (0) modo 11, azul — (1) modo 13, verde — (2) modo 30 e preto — (3)
modo 32. Os numeros indicativos dos clados sdo 0os mesmos utilizados na Figura 5 para 0s outros

caracteres mapeados.
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Figura 5 — Mapeamento dos caracteres indicado conforme a numeracdo dos clados
apresentados na Figura 4. A primeira coluna indica o nimero do clado, e as colunas seguintes indicam
0 estado que cada espécie apresentou para determinado caracter.

i Girino na . x
Clado MOdO. Fecundidade| Habitat Amb!e.nte coluna de Cak_)sf Plgmentacao
reprodutivo do girino S0 nupciais | dos ovos
2 0 2 0 1 1 1 1
3 0 2 0 1 1 1 1
4 0 2 0 1 1 1 1
5 0 2 0 1 1 1 1
6 0 2 0 1 1 1 1
7 0 1 0 1 1 0 0
8 3 0 0 2 2 0 0
9 3 0 1 2 2 0 0
10 3 0 1 2 2 0 0
11 3 0 1 2 2 0 0
12 3 0 0 2 2 0 0
13 3 0 1 2 2 0 0
14 2 0 0 0 0 0 0
15 3 0 0 2 2 0 0
16 3 0 0 2 2 0 0
17 3 0 1 2 2 0 0
18 2 0 0 0 0 0 0
19 2 0 0 1 1 0 0
20 2 1 0 1 1 0 0
21 2 1 0 1 1 0 0
22 2 1 1 0 1 0 0
23 2 1 0 1 1 0 0
24 2 1 0 1 1 0 0
25 2 1 0 1 1 0 0
26 2 1 0 1 1 0 0
27 2 1 1 1 1 0 0
28 2 1 1 1 1 0 0
29 2 1 1 1 1 0 0
30 2 1 1 1 1 0 0
31 2 1 0 1 1 0 0
32 2 1 0 1 1 0 0
33 2 1 0 1 1 0 0
34 2 1 0 1 1 0 0
35 2 1 0 1 1 0 0
36 2 1 0 1 1 0 0
37 2 1 0 1 1 0 0
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O mapeamento do caracter “fecundidade” (Figura 5) mostrou que o estado (2) -
postura de mais de 1.000 ovos por desova — € o0 modo ancestral das espécies de Leptodactylus,
sendo o caracter 0 — menos de 50 ovos por desova — 0 modo ancestral para espécies do grupo
L. marmoratus. Todos os estados mapeados surgiram apenas uma vez na histdria evolutiva
dos grupos.

O caracter “habitat” (Figura 5) apresentou como estado ancestral o uso de areas
abertas (0), sendo este, 0 estado da maioria das espécies de Leptodactylus amostradas. O uso
de formagdes florestais (1) surgiu mais de uma vez na historia evolutiva deste grupo sendo
observado em espécies de grupos que ndo sdo intimamente relacionados do ponto de vista
filogenético.

Os caracteres “ambiente dos girinos” e “local na coluna de agua”, segundo nossos
dados apresentados na Figura 5, se mostraram bem conservados entre espécies de
Leptodactylus, ambas tendo o estado (1) — girino bentdnico em corpo d’agua léntico - cOmo
ancestral para Leptodactylus. Espécies do grupo L. marmoratus apresentam estado (2) —
girino terrestre — como modo ancestral, porém duas espécies deste grupo apresentam reversao
para 0 modo (0) — girino nect6nico de ambiente l6tico.

A presenca de calos nupciais e de melanina nos ovos de espécies de Leptodactylus, em

nossa analise, se mostrou ancestral para espécies do género (Figura 5). Os dois estados destes



caracteres surgiram apenas uma vez na histéria evolutiva do grupo, sendo o estado (0) —
auséncia de calos nupciais e de melanina nos ovos — o ancestral para espécies do grupo L.

marmoratus.

5  DISCUSSAO

Apesar de ndo ter sido utilizado todo o fragmento génico proposto, esta ainda é a
hipotese filogenética mais completa para o grupo de Leptodactylus marmoratus. O
cladograma gerado pela analise Bayesiana, a partir dos dados moleculares, apresentou boa
resolucdo para o grupo L. marmoratus, que se mostrou altamente suportado (Figura 3). Além
disso, foram feitas inferéncias sobre a relacdo do grupo L. marmoratus com outras espécies de
Leptodactylus. A hipotese filogenética obtida ainda nos permitiu fazer inferéncias acerca da
evolucdo de caracteres ecoldgico-comportamentais de Leptodactylus.

E possivel sugerir a partir da hipotese filogenética obtida (Figura 3), que 0 grupo
fenético mais relacionado filogeneticamente com espécies do grupo L. marmoratus € L.
fuscus, seguido por L. latrans, L. melanonotus e L. pentadactylus.

Até 0 momento um dos poucos trabalhos publicados sobre a relacdo entre as espécies de
Leptodactylus do grupo marmoratus foi realizado por Heyer (1974), através da utilizacdo de
50 caracteres morfologicos e comportamentais entre espécies de Leptodactylus e espécies do
grupo externo. Segundo as analises de Heyer (1974), o grupo L. marmoratus é monofilético, e
apresenta L. martinezi como espécie mais basal. A topologia gerada no presente trabalho
(Figura 3) confirma este monofiletismo, mas ndo nos permite inferir qual espécie ocupa a
posicdo basal, j& que houve a formacdo de uma politomia. Os resultados de Heyer (1974),
apesar de indicar o monofiletismo de espécies de L. do grupo marmoratus, ndo permitem
fazer inferéncias quanto a sua relacdo com as demais espécies de Leptodactylus.

De Séa et al. (2006) buscaram elucidar a relacdo de Vanzolinus com outros géneros
através de uma hipoétese filogenética. Estes autores obtiveram uma filogenia onde os géneros
Adenomera e Lithodytes sdo apresentados como grupos irmaos evolutivamente distintos de
Leptodactylus. Nossa analise aponta um resultado diferente, onde espécies pertencentes ao
antigo género Adenomera (Leptodactylus do grupo marmoratus) se mostram intimamente
relacionadas com outros grupos de Leptodactylus, especialmente L. fuscus. Leptodactylus
lineatus, antes pertencente ao género Lithodytes, é alocado como taxon irmédo de L. spixi

(grupo L. fuscus), ambas embebidas em meio a espécies do grupo L. fuscus.



A topologia obtida por Ponssa (2008) aloca Leptodactylus marmoratus e L. andreae
como téxons irmdos. As espécies deste grupo (L. marmoratus) se mostraram
filogeneticamente proximas a L. lineatus, diferente do encontrado em nosso trabalho. O grupo
Leptodactylus se mostrou  monofilético quando L. lineatus e espécies do grupo L.
marmoratus ndo sdo incluidas. Este resultado foi oposto ao encontrado em nossa analise
Bayesiana indicada na Figura 1.

Boistel et al. (2006) ao descreverem  Leptodactylus heyeri ndo descartam a
possibilidade de que novas analises podem revelar que esta espécie é basal em relacdo ao
grupo, ou até mesmo esta ndo pertenca ao género Adenomera/L. do grupo marmoratus.
Diferente do esperado por estes autores, o cladograma gerado neste trabalho (Figura 3) aponta
L. heyeri como uma das espécies mais derivadas, juntamente com L. andrae.

A recuperacdo da historia evolutiva dos estados de caracteres nos permite inferir como
se deu o surgimento de cada caracter-ecoldégico comportamental na histéria dos grupos. A
partir do mapeamento (Figura 5) foi possivel observar que alguns caracteres parecem ter
evoluido conjuntamente, como ¢ o caso dos caracteres “fecundidade” e “modo reprodutivo”;
“calos nupciais” e “pigmentagdo dos ovos”.

O mapeamento do caracter “modos reprodutivos” indicou uma tendéncia dos grupos a
terrestrialidade, visto que espécies mais basais na filogenia apresentam modos mais
dependentes da &gua, enquanto que espécies mais recentes apresentam modos reprodutivos
menos dependentes da agua, com girinos em camaras subterraneas. Esta tendéncia a
terrestrialidade parece acompanhar a evolucdo do caracter “fecundidade”, visto que espécies
mais basais depositam mais de 1.000 ovos por ninho de espuma, enquanto que espécies mais
recentes (grupo L. marmoratus) depositam em média menos de 50 ovos.

A evolugéo dos caracteres “calos nupciais” e “pigmentacdo dos ovos” apresentaram
topologias semelhantes. E possivel sugerir uma evolugdo conjunta destes caracteres, visto que
espécies mais basais e mais dependentes da agua apresentam calos nupciais e pigmento nos
ovos. A presenca de calos nupciais nestas espécies é essencial para garantir a estabilidade dos
adultos no momento do amplexo, e a presenca de melanina protege os ovos dos raios
ultravioletas, visto que as desovas ficam expostas ao sol. J& as espécies mais recentes e menos
dependentes da agua ndo necessitam de calos nupciais visto que o amplexo se da em ambiente
terrestre, € 0s ovos ndo apresentam melanina pois estes sdo depositados em tocas

subterraneas.



6 CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS

A regido do fragmento 16S utilizada forneceu uma boa quantidade de sitios
informativos para a resolucédo da relacdo de parentesco das espécies do grupo Leptodactylus
marmoratus. O numero de caracteres informativos sdo de suma importancia para a construcdo
de uma arvore filogenética com resolucdo. Porém, para as espécies do grupo L. fuscus essa
parte do fragmento aparenta ser muito conservada, o que levou a baixa resolucéo da relacéo
entre as espécies deste grupo.

O cladograma gerado pela andlise Bayesiana indica todas as espécies do grupo
Leptodactylus marmoratus que foram amostradas formam um grupo monofilético relacionado
filogeneticamente com as demais espécies de Leptodactylus. O monofiletismo do grupo L.
marmoratus é corroborado por trabalhos como os de Heyer (1974) e Ponssa (2008). Porém
Leptodactylus sé se mostra monofilético apenas quando considerado em conjunto com
espécies do grupo L. marmoratus e L. lithodites, diferente do encontrado por Ponssa (2008).

O estudo da evolucdo dos caracteres ecoldgico-comportamentais mostrou que alguns
destes caracteres sdo homdlogos, sendo importantes para suportar os clados. Alguns
caracteres mapeados parecem surgir nas mesmas linhagens, como ¢ o caso de “fecundidade”
+ “modo reprodutivo” e “calos nupciais” + “pigmentagdo dos ovos”. Isto nos permite afirmar
qgue hd uma a relacdo historica da evolucdo destes caracteres, e que esta relacdo esta

intimamente ligada tendéncia a terrestrialidade.
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