FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA ANIMAL

UEMS

REVISAO TAXONOMICA DO SAPO-DE-CHIFRE PROCERATOPHRYS BOIEI (WIED-

NEUWIED, 1824) (LISSAMPHIBIA, ANURA, ODONTOPHRYNIDAE)

Leonardo Castro dos Santos

Dissertacao apresentada a Fundagao
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
como requisito a obtencado do titulo de Mestre
em Biologia Animal.

Area de concentragao: Zoologia.

Orientadora: Sarah Mangia Barros

Campo Grande, MS
Junho, 2023



LEONARDO CASTRO DOS SANTOS

REVISAO TAXONOMICA DO SAPO-DE-CHIFRE Proceratophrys boiei (Wied-Neuwied, 1824)
(Lissamphibia, Anura, Odontophrynidae)

Dissertacao de Mestrado apresentado como um
dos requisitos para o cumprimento das
exigéncias para obtencado do titulo de Mestre em
Biologia Animal pela Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul.



SUMARIO

1. BANCA EXAMINADORA ... 4
2 0 1= 51 [ 07 W01 5
3. AGRADECIMENTOS ... ittttittttttutttueteuunenerenneeeesnranees.aesa.—————————————n——nnnannnnnnannnnannn_ 6
O ] =y T 8
ST o4 U1 9
LT N 270 510 07:X @ 9
7. MATERIAL E METODOS ....ooouiitiieieiecte ettt ets sttt eteste et ssteane e saeeae e 13
7.1 MOTTOIOQIA EXEEITIA 1.ttt 13
A Y 10 Y {0 ¢ 1= 1 o - 13
ARSI @] (=To] (o - VT 14
A N g = T EST= N o 1o T ol (RS o= 14
8. RESULT AD S . ... et e e e e et e e e e et e e et e e et e e et eeaaas 15
I Y (o T g o] (o Yo [ F= =) q (=T = LR 15
S T2 oY {01 1 1= - 19
SRS @ L] (=To] (oo I - U 22
LN = T ESY = o 1o T o (T3 o= 25
9. IMPLICACOES TAXONOMICAS ......ooeiiiiiet ettt ettt 25
10. Proceratophrys boiei (Wied-Neuwied, 1824) - REDESCRICAO .........cccccvovvivviviceinnn. 28
11. Proceratophrys fryi (Giinther, 1873) - REVALIDACAO.........cccoviveiiieiieee e, 33
12. Proceratophrys intermedia (Barbour, 1908) - REVALIDACAO .......ccoeeviiiiiiiceeenn 37
13. AGRADFCIMENTOS .......... O N A PPN 42
14. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooiiii 42
15. APENDICE | — ESPECIMES EXAMINADOS .......... TP PSRN 50
16. APENDICE Il - GRAVACOES DO CANTO DE ANUNCIO ..o 51
17. APENDICE Ill - PROTOCOLO ADAPTADO DE TAYLOR & VAN DYKE (1985) ............. 51



Banca Examinadora: Ana Carolina Calijorne, Carla da Silva Guimardes e Nelson Rufino de
Albuquerque. Suplentes: Maria Clara e Ricardo Marques da Silva.

Sarah Mangia Barros

UFMS

Ana Carolina Calijorne Lourenco

UEMG

Nelson Rufino de Albuguerque

UFMS

Carla da Silva Guimaraes

UFMS

Data: / /




Este trabalho é dedicado a todos que contribuiram para
0 conhecimento de Proceratophrys e serviram de
ferramenta no avanco da ciéncia no pais.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus, que esteve comigo me dando energia, animo e forcas para realizar
esse trabalho, além de colocar pessoas fantasticas nessa jornada.

Aos meus pais, José e Irlei, que proporcionaram todos os recursos necessarios para minha
estadia em Campo Grande e realizacdo do mestrado.

A minha noiva, Francine, e meus amigos que me motivaram, apoiaram, escutaram e sempre
estiveram comigo durante essa jornada.

A todos os professores e amigos da UCDB, em especial, as professoras Suelen Regina
Patriarcha-Graciolli e Maria Aparecida de Souza Perrelli, que alimentaram esse sonho e deram
ferramentas para se tornar possivel.

A minha orientadora, Sarah Mangia, por todo o auxilio na elaboracdo, desenvolvimento e
finalizagao do projeto e pela humanidade e compreensao das dificuldades encontradas durante a
orientagdo e ajuda para supera-las.

Ao Diego Santana, que me recepcionou e acolheu no Laboratorio de Biogeografia e Histdria
Natural de Anfibios e Répteis — Mapinguari da UFMS.

Aos amigos Hugo Cabral e Juan F. Cuestas Carrillo, que deram grande ajuda na confecgao
do mapa e nas analises estatisticas.

As amigas Carla Guimaraes e Priscila Carvalho, que sempre foram atenciosas e solicitas
em todo o meu mestrado, e ainda, fizeram um intensivo comigo durante uma semana, no periodo
de qualificagdo, que tiraram duvidas, ajudaram na organizacdo dos slides e me deram muito suporte
mental e, principalmente, emocional.

As amigas Thalita Moraes e MoOnica Moreira de Oliveira, que conheci durante o mestrado e
que renderam boas conversas e risadas entre uma pausa e outra para o café.

A grande familia que é o Laboratério Mapinguari, que sempre ofereceram todo suporte, tanto
para realizacao fisica do mestrado, quanto a questdes emocionais e psicoldgicas.

Aos curadores das colegoes (R. Feio - MZUFV, J. Romanzini — MCP-PUCRS, L. Piatti, F.S.
Neto e T.R. Sinani - ZUFMS, L.F. Toledo — ZUEC-AMP, UNICAMP e I. A. Martins — CCLZU-
UNITAU).

Aos pesquisadores que forneceram gravagoes ao banco de dados da Fonoteca Neotropical
Jacques Vielliardi — UNICAMP, FONOTROPICA e aos pesquisadores que gentilmente forneceram
gravacoes pessoais para complementacao dos dados acusticos, J.V. Lacerda. L. Ugioni, L.
Drummond e T. Pezzuti.



Ao Programa de Pds-Graduacao em Biologia Animal da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul — campus Campo Grande, MS.

A bolsa de estudo proporcionada pela Coordenacdao de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES).

Ao The Museum of Comparative Zoology at the Harvard University e Natural History Museum
— London, que permitiram acesso as fotos dos exemplares-tipo de Proceratophrys fryi e
Proceratophrys intermedia.

A banca do relatério parcial Ricardo Marques e Maria Clara Nascimento e a banca da
qualificacao Ricardo Marques, Carla Cassini e Nelson Rufino pelas excelentes contribuicdes no
projeto até chegar nesse formato final.

A banca da defesa de dissertacao Ana Carolina Calijorne, Carla da Silva Guimaraes e
Nelson Rufino de Albuquerque pela disponibilidade na avaliagdo do projeto e posteriores
contribuicdes a fim de deixar o artigo em excelentes condicbes de escrita e entendimento,

contribuindo na ciéncia nacional.

E por fim, agradeco a todas as pessoas que direta ou indiretamente fizeram parte dessa
etapa importante da minha vida.



“Um conceito coerente em biologia ou ciéncias quando
bem exposto, pode se tornar um trabalho marcante que
sera lembrado mais que o tempo normal. Ser curioso
faz com que a motivagdo em aprender apareca
naturalmente, divirta-se!”

- Maura Watan



Revisdo taxondmica do sapo-de-chifre Proceratophrys boiei (Wied-
Neuwied, 1824) (Lissamphibia, Anura, Odontophrynidae)

RESUMO: Proceratophrys boiei, uma espécie de sapo-de-chifre, vive camuflada no meio do folhico
e ocupa ambientes de Mata Atlantica e algumas areas de transicao com o Cerrado, com distribuigao
nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana e Santa Catarina.
Estudos anteriores, com base em analises moleculares e citogenéticas, encontraram trés linhagens
distintas (Norte 1, Norte 2 e Sul), alocadas sob o téaxon de Proceratophrys boiei. No intuito de
verificar a existéncia de outras espécies sob o nome P. boiei, realizamos uma revisao taxonémica
das populagdes ao longo de toda a distribuicao da espécie, avaliando caracteres morfoldgicos,
morfomeétricos, acusticos, e osteoldgicos de 197 individuos (145 machos e 52 fémeas), provenientes
de 68 localidades. Conduzimos as analises seguindo as trés linhagens encontradas em um estudo
prévio (N1, N2 e S). Os caracteres de morfologia externa e os parametros do canto de anuncio das
trés linhagens apresentam variacao e sobreposicao, inclusive entre individuos da mesma linhagem,
indicando alto grau de polimorfismo. Contudo, com relagdo a morfometria, os exemplares do S
apresentaram a menor média do CRC (46,0 nos machos e 51,6 nas fémeas) e na andlise
osteoldgica, observamos que a linhagem N1 apresenta a regido do esfenetmdide coberta pelo
nasal, enquanto N2 e S 0s nasais ndo cobrem essa regiao. Além disso, para a linhagem N2, a
espessura do ramo zigomatico do escamosal é 2,06 vezes maior em relagdo ao ramo subocular,
enquanto nas linhagens N1 e S, a espessura é de 1,43 e 1,7 vezes maior, respectivamente. A partir
dos nossos resultados, aliados as diferencas encontradas entre as trés linhagens em estudos
prévios (com base nos genes 16S, cit b, RAG-1, na citogenética e no condrocranio de girinos), nds
revalidamos duas espécies que estavam sinonimizadas com P. boiei, e redescrevemos P. boiei,

indicando novos caracteres diagndsticos e sua atual distribuicao geografica.

INTRODUCAO

A taxonomia é utilizada para delinear, descrever e identificar espécies e utiliza a morfologia
como principal critério para distincao entre os individuos (Padial et al., 2009). Espécies que possuem
ampla distribuicdo geografica podem apresentar questdes taxondmicas, devido principalmente ao
polimorfismo, uma vez que a morfologia pode ser influenciada pela localidade e a fisionomia do
ambiente (Gomes & Peixoto, 1991; Orrico et al., 2017; Correa, 2019). Atualmente, descricbes de
novas espécies sao baseadas em caracteres morfoldgicos, porém estdo associadas a outros
métodos que favorecam a identificacdo do individuo, como analises acusticas e moleculares (Padial
et al., 2009; Santos, 2011; Da Silva et al., 2020). Recentemente, varios trabalhos ressaltaram a
importancia do uso de diversas fontes de dados e evidéncias para avaliar o status taxondmico de
uma espécie (e.g. Dayrat, 2005; Schlick-Steiner et al., 2010; Kohler et al., 2015). De fato, o uso de



uma combinacao de dados da maior robustez nas decisdes taxonémicas e descricbes e/ou
sinonimizagdes de espécies (e.g. Mangia et al., 2020). A utilizacdo de diversas abordagens para
obtencdo de dados que evidenciem, classifiquem e identifiquem espécies é conhecida como
taxonomia integrativa (Padial et al., 2009; Glaw et al., 2010). Com o crescente uso dessa
ferramenta, diversos trabalhos sobre descricao de novas espécies (Gehara et al., 2013; Mangia et
al., 2018; Taucce et al. 2020), revalidagbes (Cassini et al., 2010; Ortega-Andrade & Rojas-Soto,
2017; Magalhdes et al., 2020) e sinonimizagOes (Junior et al., 2004; Ortega-Andrade, 2008; Mangia
et al., 2020) sdo publicados para varios grupos de anfibios.

Para o0 género Proceratophrys Miranda-Ribeiro, 1920, pertencente a familia
Odontophrynidae, e atualmente composto por 43 espécies (Frost, 2023), foram realizados diversos
estudos que contribuiram para a taxonomia das espécies do género, com o uso de diferentes bases
de dados, como morfologia, molecular, caridtipo e bioacustica (Godinho et al., 2013; Magalhdes et
al., 2020; Mangia et al.,, 2014; Mangia et al., 2020; Santana et al., 2021). As espécies de
Proceratophrys estdo organizadas em grupos fenéticos e complexos de espécies com base em
similaridades gerais de caracteres morfoldgicos (Dias et al., 2013; Brandao et al., 2013; Mangia et
al., 2014), a saber: 1) o complexo P. boiei (Prado & Pombal-Jr., 2008) inclui espécies com apéndices
palpebrais: P. boiei (Wied-Neuwied, 1824), P. paviotti Cruz, Prado & Izecksohn, 2005 e P. renalis
(Miranda-Ribeiro, 1920); 2) o complexo P. appendiculata (Izecksohn et al., 1998) inclui espécies
com apéndices palpebrais e apéndice rostral: P. appendiculata (Giinther, 1873), P. melanopogon
(Miranda-Ribeiro, 1926), P. mantiqueira Mangia et al., 2014, P. gladius Mangia et al., 2014, P.
pombali Mangia et al., 2014, P. itamari Mangia et al., 2014, P. laticeps Izecksohn & Peixoto, 1981,
P. moehringi Weygoldt & Peixoto, 1985, P. subguttata Izecksohn et al., 1998, P. sanctaritae Cruz &
Napoli, 2010, P. tupinamba Prado & Pombal, 2008, P. izecksohni Dias et al., 2013, P. belzebul Dias
etal., 2013, e P. phyllostomus Izecksohn et al., 1998; 3) o grupo P. cristiceps (Giaretta et al., 2000)
inclui espécies que ndo possuem elevacdes pds-oculares: P. cristiceps (Miller, 1883), P. goyana
(Miranda-Ribeiro, 1937), P. dibernardoi Brandao et al., 2013, P. branti Brandao et al., 2013, P.
bagnoi Brandao et al., 2013, P. cururu Eterovick & Sazima, 1998, P. huntingtoni Avila et al., 2012,
P. moratoi (Jim & Caramaschi, 1980), P. salvatori (Caramaschi, 1996), P. strussmannae Avila et al.,
2011, P. vielliardi Martins & Giaretta, 2011, P. carranca Godinho et al., 2013, P. rotundipalpebra
Martins & Giaretta, 2013, P. concavitympanum Giaretta et al., 2000, P. ararype Mangia et al., 2018,
P. korekore Santana et al., 2021 e P. velhochico Mangia et al., 2022; e 4) o grupo P. bigibbosa (Kwet
& Faivovich, 2001) inclui espécies com elevacdes pos-oculares: P. bigibbosa (Peters, 1872), P.
avelinoi Mercadal de Barrio & Barrio, 1993, P. palustris Giaretta & Sazima, 1993, P. brauni Kwet &
Faivovich, 2001 P. kaingang Santana et al., 2021. As espécies P. minuta Napoli et al., 2011, P.
redacta Teixeira-Jr. et al., 2012, P. rondonae Prado & Pombal, 2008 e P. schirchi (Miranda-Ribeiro,
1937) ndo estdo inseridas em nenhum grupo morfoldgico (Prado & Pombal-Jr., 2008; Napoli et al.,
2011; Teixeira-Jr., et al., 2012).
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Proceratophrys boiei Wied-Neuwied (1824) foi descrita como Ceratophrys boiei e, em 1825,
este mesmo autor redescreveu a espécie com base em dois exemplares: um da Bahia e outro do
Rio de Janeiro. No entanto, ndao existem informagdes sobre o coletor dos exemplares e a localidade-
tipo da espécie na descricdo original. Em 1966, Bokermann restringiu a localidade-tipo para o estado
da Guanabara (Rio de Janeiro). Apds analises morfoldgicas, Lynch (1971) alocou Ceratophrys boiei
no género Proceratophrys e, em 1990, Hoogmoed designou um individuo (RMNH 24109) de
Proceratophrys boiei como lectétipo da espécie, e restringiu a localidade-tipo para Bahia, mas ainda
sem informacdo sobre os dados de coleta e exemplar-tipo. Posteriormente, Prado & Pombal-Jr.
(2008), compararam populagdes de Proceratophrys boiei do nordeste e sul/sudeste (Figura 1), com
o lectétipo designado por Hoogmoed (1990) e observaram evidéncias claras de que o lectétipo
RMNH 24109 pertencia a populacao sul/sudeste, restringindo, assim, o estado do Rio de Janeiro
como localidade-tipo de Proceratophrys boiei. Os autores também mapearam a distribuigao
geografica da espécie, que é relatada para regides de Mata Atlantica, abrangendo o estado de
Santa Catarina até o Espirito Santo, com ocorréncia em algumas areas de transicao, com o Cerrado
nos estados de S3o Paulo e Minas Gerais. Além disso, neste mesmo trabalho, os autores
revalidaram P. renalis, o que inclui as populagdes ao norte de Minas e nordeste do Brasil. Ainda
sobre o histdrico taxon6mico, Proceratophrys boiei possui, atualmente, trés sindnimos junior: (1)
Ceratophris granosa Cuvier, 1829, foi figurada por Guérin-Méneville (1838) sem associacao local,
levantando a necessidade de uma busca historica sobre o status dessa referéncia usada por Cuvier
para a descricao; (2) Ceratophrys fryi Glnther, 1873, descrito para a “Serra da Mantiqueira” em
Minas Gerais, sinonimizada por Prado e Pombal (2008); e (3) Ceratophrys intermedia Barbour,
1908, descrita para “Santa Katarina, Brazil”, mas posteriormente sinonimizada por Bokermann em
1966.

Em 2005, Izecksohn e colaboradores realizaram um estudo sobre o osteocranio de
Proceratophrys boiei, P. appendiculata, P. melanopogon (estado do Rio de Janeiro) e P. laticeps
(estado do Espirito Santo). No entanto, o foco deste trabalho foi apenas comparar as espécies
estudadas. Trés anos depois, uma revisdo das espécies de Proceratophrys com apéndices
palpebrais, incluindo Proceratophrys boiei, foi realizada por Prado & Pombal Jr. (2008) com base
na morfologia externa e em caracteres da osteologia. Os autores encontraram variagoes sutis em
algumas populagdes de Proceratophrys boiei dos estados do Parana e Santa Catarina com relacao
aos demais exemplares de Sdo Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo, mostrando variacdes na
regidao posterior dos frontoparietais e nos tubérculos metacarpais internos e externos, o que poderia
sugerir a existéncia de outras linhagens no complexo P. boiei. Além disso, Prado & Pombal-Jr.
(2008) também sinonimizaram Proceratophrys fryi com Proceratophrys boiei por ndo encontrarem
caracteres que distinguissem essas espécies. Posteriormente, Amaro et al. (2012), a partir de
ferramentas moleculares e citogenéticas, encontraram trés linhagens profundamente divergentes
sob o taxon P. boiei: duas linhagens Norte, subdivididas em Norte 1 (N1, populacdes do Espirito

Santo e Minas Gerais) e Norte 2 (N2, populagdes do norte de Sao Paulo, sul de Minas Gerais e Rio
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de Janeiro), e uma linhagem Sul (S, populagdes do sul de Santa Catarina ao sul do estado de Sao
Paulo). Neste mesmo estudo, os autores evidenciaram a linhagem S possui a Regido Organizadora
Nucleolar (NOR), localizada no brago curto subtelocéntrico do par 4, e as populagdes das linhagens
N1 e N2, apresentam a NOR no braco curto submetacéntrico do par 8. Mais recentemente, Silva et
al. (2021) realizaram um estudo com abordagens citogenéticas e citologicas para algumas espécies
de Proceratophrys, e evidenciaram o mesmo achado que Amaro et al. (2012) quanto a NOR,
reforcando ainda mais essas diferencas entre as trés linhagens.

Além das caracteristicas ja avaliadas para as populacdes de Proceratophrys boiei,
mencionadas acima, o canto de anuncio da espécie foi descrito por Heyer et al. (1990), para uma
populacdo proveniente de Boracéia, Sdo Paulo, a aproximadamente 550 km da localidade-tipo [no
trabalho de Prado & Pombal-Jr. (2008) foi definido como Rio de Janeiro], representada como a
linhagem N2 definida por Amaro et al. (2012). No entanto, ndao ha nenhum trabalho que aborde a
avaliacdo da variacdo do canto de anuncio ao longo de toda a distribuicdo da espécie que,
atualmente, tem ocorréncia registrada para areas de Mata Atlantica em seis estados brasileiros: sul
de Minas Gerais, sul de Sao Paulo, sul do Espirito Santo, leste de Santa Catarina (SC), leste do
Parana e oeste do Rio de Janeiro (Frost, 2023).

Nos ultimos 14 anos, alguns estudos com interesse nas resolucoes taxonémicas envolvendo
a espécie Proceratophrys boiei foram publicados (e.g. Prado & Pombal, 2008; Amaro et al., 2012;
Silva et al., 2021). Porém, ainda existem questionamentos taxondmicos com relagdo a validade de
algumas espécies ja sinonimizadas a Proceratoprhys boiei, uma vez que, geralmente, espécies que
sao amplamente distribuidas podem enfrentar barreiras fisicas, como rios (Nascimento et al., 2013;
Werneck et al., 2015), cadeias de montanhas (Firkowski et al., 2016; Oswald et al., 2022), e até
mesmo gradientes latitudinal e longitudinal (Marcelino et al., 2009; Fonseca et al., 2018), que podem
influenciar na estruturacao genética, na variagdo morfoldgica e nos parametros do canto de anu ncio
(Feio et al., 2006; Menezes et al., 2016; Mangia et al., 2017). Essas variacoes entre as populacoes
ao longo de um gradiente geogra fico podem ocorrer em maior ou menor escala e, geralmente,
guanto mais distanciadas estdo as populacoes, mais diferentes elas sao (Futuyma, 2002). Contudo,
o grau de divergéncia € varia vel, tornando-se, a s vezes, dificil avaliar se a variacdo entre as
populacoes representa apenas uma espé cie com variabilidade morfol gica/acu stica/molecular ou
um complexo de espé cies que se encontram sob um mesmo nome (Silva et al., 2008; Forti et al.,
2015).

Dessa forma, a revisao taxondmica das populagdes identificadas como Proceratophrys
boiei, por meio de uma abordagem integrativa, avaliando a morfologia externa, morfometria,
acustica e osteologia ao longo de toda a distribuicdo da espécie, é imprescindivel para verificar a
validade das espécies que foram sinonimizadas a Proceratophrys boiei e, assim, estabelecer uma
base taxondmica sélida para estas populacoes.

12



MATERIAL E METODOS

Analisamos populacdes de Proceratophrys boiei ao longo de toda a sua distribuicao
utilizando espécimes das seguintes colecdes cientificas: CCLZU (Colecao Cientifica do Laboratdrio
de Zoologia da Unitau, Taubaté, Sdo Paulo, Brasil), MZUFV (Museu de Zoologia “Jodo Moojen”, da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil), MCP-PUCRS (Museu de Ciéncias
e Tecnologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brasil), ZUEC-AMP (Colecao de Anfibios do Museu de Zoologia “Adao José Cardoso”, da
Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Biologia, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e ZUFMS-
AMP (Colegao Zooldgica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — Amphibia, Instituto de
Biociéncias, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil). Também analisamos exemplares-tipo por
fotografias concedidas pelas colegbes: holdtipo de (Ceratophrys) intermedia — HU-Zoo — Museum
of Comparative Zoology e tipo de Proceratophrys fryi — NHM-London-Zoo — Zoological collection.

Avaliamos os exemplares seguindo as linhagens encontradas no estudo de Amaro et al.
(2012): N1, N2 e S (ver Apéndice I). Analisamos machos e fémeas separadamente e determinados
pela presenca/auséncia de fendas vocais.

MORFOLOGIA EXTERNA

Analisamos os caracteres morfoldgicos de Proceratophrys boiei seguindo a padronizacao
realizada por Guimaraes (2022). Os caracteres que analisamos foram: tubérculos do corpo; cristas
oculo-dorsais (COD); crista interocular (CIO); tubérculos palpebrais (TP); apéndices palpebrais
(AP); apéndice rostral (AR); formato do focinho (FF); crista cantal (CC); cristas frontoparietais (CF);
regiao entre as cristas frontoparietais (RECF); cristas escamosais (CE); crista pré-ocular (CPrO);
crista pds-ocular (CPsO); tubérculos da comissura bucal (TCB); inchagos pds-oculares (IP); timpano
(TIM); tubérculos aumentados do antebraco (TAB); textura da pele dorsal (TPD); padrao de
manchas ventrais (PMV); forma dos tubérculos palmar e plantar (FTPP); tubérculo metacarpal
interno (TMCI); tubérculo metacarpal externo (TMCE); tubérculo metatarsal interno (TMTI),
tubérculo metatarsal externo (TMTE); tubérculos tarsais (TT).

MORFOMETRIA

Apenas um pesquisador (L. Castro) tomou 14 medidas de cada exemplar, seguindo a
proposta estabelecida por Guimaraes (2022), utilizando paquimetro digital caliper, 0-150 mm. As 14
medidas morfométricas que utilizamos foram: Comprimento rostro-cloacal (CRC), comprimento da
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cabeca (CC), Largura da cabeca (LC), comprimento do antebraco e mao (CABM), comprimento
apéndice palpebral (CAP), distédncia do corddo ocular até o focinho (DCOF), distancia internasal
(DIN), distancia olho-narina (DON), diametro do olho (DO), distancia interorbital (DIO), comprimento
da coxa (CCX), comprimento da tibia (CTB), comprimento do pé (CP), comprimento relativo dos
dedos e artelhos (CRDA).

Para verificar possiveis variacdes entre as linhagens, utilizamos analise multivariada da
variancia (MANOVA) e analise de componentes principais (PCA). Construimos as figuras dos
poligonos no software R 4.2.1 (R Core Team 2020) usando os pacotes vegan (Oksanen et al., 2017),
ggplot2 (Wickham, 2016) e ggfortify (Tang et al., 2016).

OSTEOLOGIA

Para analise da osteologia, diafanizamos trés machos adultos de cada linhagem, uma vez
que tinhamos um maior nimero de exemplares machos do que de fémeas. Assim, ndo utilizamos
as fémeas nesta etapa devido ao menor nimero de exemplares e padronizagao impossibilita o efeito
do dimorfismo para essa analise. Para o processo de diafanizacdo, seguimos o protocolo adaptado
de Taylor & Van Dyke (1985; ver apéndice III). A analise dos caracteres osteoldgicos foi a mesma
utilizada por Prado & Pombal-Jr. (2008): altura do processo alar (APA), profundidade da pars
palatina do pré-maxilar (PPPPM), textura da superficie externa da pars facialis (TSEPF), fossetas
ventrais posteriores dos maxilares (FVPM), formato do osso nasal em vista dorsal (FONVD), textura
dos nasais (TN), altura da regiao posterodorsal dos nasais (ARPDN), contato entre nasais (CEN),
contato entre nasais e frontoparietais (CENF), textura dos frontoparietais (TF), relevo dos
frontoparietais em vista dorsal (RFVD), largura dos frontoparietais (LF); extensao posterolateral dos
frontoparietais (EPLF); direcionamento da regidao posterior da crista dos ossos frontoparietais
(DRPCOF); comprimento do ramo &tico do escamosal (CROE); processo -cultriforme do
parasfendide (PrCPa); alcance da regido anterior do processo cultriforme do parasfendide
(ARAPrCPa). Em adicdo, nds analisamos os nasais em relacdo ao esfenetmodide (NRET); a
espessura do ramo zigomatico do escamosal (ERZE) em comparacao com a espessura do ramo
subdtico do escamosal (ERSOE) e com a espessura do ramo subzigomatico do escamosal
(ERSZE).

ANALISE BIOACUSTICA

Para obtencao de dados acusticos, solicitamos gravacbes do canto de anuncio de
Proceratophrys boiei a pesquisadores e utilizamos gravagoes disponiveis em fonotecas: FNJV-
UEC - Fonoteca Neotropical Jacques Vielliard, Universidade Estadual de Campinas, Departamento
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de Biologia Animal, Campinas, Sao Paulo, Brasil e Fonotropica — Universidade Federal da Bahia,
Salvador, Bahia, Brasil.

Analisamos os parametros acusticos (espectral e temporal) no software Raven Pro 1.6.1
(Cornell Lab of Ornithology Bioacoustics Research Program), com os seguintes parametros FFT
window width = 512, Frame = 22050; Overlap = 50. Para construcdo do espectrograma, utilizamos
o software R 4.2.1 (R Core Team 2020) usando os pacotes tuneR (Ligges et al., 2018) e Seewave
(Sueur et al., 2008), seguindo os mesmos parametros na analise dos cantos.

Para a escolha dos parametros acusticos, seguimos estudos acusticos para o género
Proceratophrys (e.g. Mangia et al., 2014; Nascimento et al., 2019; Simdes et al., 2020): duragao do
canto, nimero de pulsos por canto, nimero de pulsos por segundo e frequéncia dominante. A
terminologia para cada parametro seguiu Kohler et al. (2017).

RESULTADOS
MORFOLOGIA EXTERNA

Analisamos 131 exemplares de Proceratophrys boiei (79 machos, 52 fémeas) de 48
localidades no sudeste e sul do Brasil (Figura 1, Apéndice I). Dentre estes, para cada linhagem
encontrada por Amaro et al. (2012), analisamos 49 exemplares da linhagem N1 (25 machos e 24
fémeas), 55 exemplares da N2 (37 machos e 18 fémeas), e 27 exemplares da S (17 machos e 10
fémeas).
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Figura 1. Distribuicdo geografica das linhagens N1, N2 e S de Proceratophrys boiei. Os simbolos
pretos representam populagbes que foram analisadas no presente estudo. Os simbolos brancos
representam localidades que nao analisamos.

A morfologia externa das trés linhagens sob o nome Proceratophrys boiei € semelhante, e
existe variagdo em todos os caracteres analisados, incluindo entre individuos de uma mesma
linhagem, indicando grande polimorfismo (Figuras 2-5). Individuos das linhagens N1, N2 e S, podem
apresentar apéndices palpebrais curtos ou longos, a crista cantal pode ser pouco visivel, moderada
ou acentuada e o corddo Oculo-dorsal pode ser continuo ou descontinuo. Por outro lado,
destacamos algumas diferencas entre as linhagens como: os exemplares da linhagem S nao
apresentam crista O0ssea dos frontoparietais muito arqueadas (apenas os estados de pouco
arqueada, n = 16, e nao arqueada, n = 11), enquanto nos exemplares das linhagens N1 e N2 essa
caracteristica pode ser de muito (N1 = 6, N2 = 7, respectivamente), pouco (N1 = 26, N2 = 25) ou
nao arqueadas (N1 = 17, N2 = 23). A linhagem S também ndo apresenta o estado moderado das
cristas dsseas dos frontoparietais, somente os estados de pouco visivel (n = 20), e acentuada (n =
7). Além disso, a linhagem S foi a Unica que ndo apresentou a conformacao 6 (IV < I < II < III) no
comprimento relativo dos dedos das maos. A linhagem N2 foi a Unica a apresentar focinho
semicircular entre os exemplares analisados (n = 4), apesar de também possuir exemplares com
focinho arredondado (n = 17) e quase arredondado (n = 34).
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Dessa forma, a variacdo e sobreposicdo nos caracteres morfoldgicos observadas entre os
individuos das trés linhagens (N1, N2 e S), como ja observado em um estudo prévio (Prado &
Pombal, 2008), dificultam uma diagnose robusta que as separe. Portanto, nds focamos em outras
fontes de dados (morfometria, aclstica e osteologia) para determinar os limites de cada linhagem.

Figura 2. Vista dorsal e ventral de machos de Proceratophrys boiei de cada linhagem. (A-F) N1,
(G-L) N2 e (M-R) S. (A-B) MZUFV 8007, (C-D) MZUFV 13304, (E-F) MZUFV 12202, (G-H)
CCLZU 415, (I-]J) CCLZU 1109, (K-L) CCLzZU 1479, (M-N) MCP 12319, (O-P) MCP 6355, (Q-R)
AZB 07.
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Figura 3. Vista dorsal do apéndice palpebral de machos de Proceratophrys boiei de cada linhagem.
(A-C) N1, (D-F) N2 e (G-I) S. (A) MZUFV 8007, (B) MZUFV 13304, (C) MZUFV 12202, (D) CCLZU
415, (E) CCLZU 1109, (F) CCLZU 1479, (G) MCP 12319, (H) MCP 6355, (I) AZB 07.
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Figura 4. Vista dorsal e ventral de fémeas de Proceratophrys boiei de cada linhagem. (A-F) N1,
(G-L) N2, e (M-R) S. (A-B) MAP 7749, (C-D) MZUFV 13305, (E-F) MZUFV 15767, (G-H) IVBA
211, (I-J) CCLZU 1475, (K-L) CCLZU 2002, (M-N) ZUEC-AMP 4754, (O-P) MCP 7635, (Q-R) AZB
06.

Figura 5. Vista dorsal do apéndice palpebral de fémeas de Proceratophrys boiei de cada linhagem.
(A—C) N1, (D-F) N2, e (G-I) S. (A) MAP 7749, (B) MZUFV 13305, (C) MZUFV 15767, (D) IVBA 211,
(E) CCLzU 1475, (F) CCLZU 2002, (G) ZUEC-AMP 4754, (H) MCP 7635, (I) AZB 06.

MORFOMETRIA

Analisamos a morfometria de 126 exemplares de Proceratophrys boiei (80 machos, 46

fémeas), provenientes de 49 localidades (Tabela 1).

Tabela 1. Morfometria das trés linhagens de Proceratophrys boiei: N1, N2 e S. As medidas estao

apresentadas em mm: média, desvio padrao e amplitude.
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Medidas/ Norte 1 Norte 2 Sul
Linhagens Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
(n =25) (n = 20) (n =38) (n =18) (n=17) (n=28)
Comprimento 51,5 £5,2 60,3 £ 8,6 50,043 |60,1+103 | 46,026 51,6 £9,3
rostro-cloacal 41,2-59,4 41,3-71,2 38,4-58,1 | 42,1-79,1 42,6-51,6 42,8-68,6
Largura da 27,1 £2,6 309 £3,9 26429 | 31,5+39 23,8+1,5 26,0 £5,0
cabega 21,2-31,1 21,5-36,9 19,3-30,8 | 22,6-38,4 21,1-25,9 20,6-35,7
Comprimentoda | 214 £1,9 24,6 £2,5 21,3+20 | 255+£3,0 19,6 £1,3 21,5 £3,6
cabega 17,7-24,7 18,8-28,7 16,5-24,2 18,0-31,1 17,2-21,4 17,6-28,1
Distancia cordao | 12,9 +1,2 | 148+18 | 124+12 | 150%1,7 | 11,709 12,8 £2,4
ocular-focinho 10,3-14,6 | 10,7-17,3 9,6-14,9 | 10,5-17,8 | 10,5-13,4 10,0-17,2
Distancia inter- 3,0+£0,3 3,6+0,5 3,1£0,3 39+04 2,8+0,3 3,0£0,5
nasal 2,4-3,6 2,4-4,5 2,3-3,7 2,944 2,2-3,3 2,5-3,9
Distancia olho- 4,8 +0,5 58+0,9 48+0,6 6,0£0,8 45+0,4 49+0,8
narina 3,9-5,6 3,8-7,6 3,2-6,0 4,4-7,5 3,8-5,5 4,2-6,6
Diametrodoolho | 55+0,7 58+0,6 51+0,6 59%0,7 51+0,4 53+0,7
4,1-7,0 4,4-6,6 3,7-6,3 4,5-7,8 4,5-6,0 4,1-6,2
Comprimento 9,1+1,2 9,9+1,2 85+1,1 99+1,3 79+0,9 8,722
apéndice 6,5-11,4 7,4-12,5 6,3-11,2 8,0-12,2 6,5-10,3 6,3-13,4
palpebral
Distancia 89+2,1 9,0+2,3 96+1,0 11,5+ 1,0 7,0+3,4 90+29
interocular 6,0-11,8 6,4-13,4 7,7-11,3 9,3-13,3 2,2-10,3 3,2-13,6
Comprimentoda | 20,8 £2,0 24,3 £ 3,4 20,4 £ 2,2 25,8 £ 3,2 190+14 21,4 £ 3,7
coxa 17,4-24,9 16,2-28,4 15,7-24,2 18,3-30,8 16,7-21,7 17,6-28,1
Comprimento da 194 +£1,6 23,029 19,2 +£1,8 24,2 £ 2,9 18,0 £1,2 194 £3,4
tibia 16,3-22,0 16,1-26,5 14,9-22,3 18,3-28,5 16,3-20,9 16,2-25,9
Comprimento do 294 +24 35,2 +£4,5 29,0 £2,7 364 £4,1 27,0 £1,7 29,1 £4,7
pé 24,3-33,6 25,1-40,2 22,7-33,7 | 27,2-43,4 24,5-29,8 23,9-38,4
Comprimento 25,3 +2,3 30,1 £3,8 24,4 £ 2,7 31,0 £ 3,9 23,6 1,8 25,0 £4,4
antebrago e mao | 20,0-29,1 22,2-35,4 17,9-29,2 19,9-36,9 21,0-26,8 20,7-34,0

De forma geral, ha sobreposicdo nos valores morfométricos das trés linhagens (Tabela 1).

Analisamos machos e fémeas separadamente, uma vez que apresentam dimorfismo sexual
(MANOVA, F = 22,993; P = 0,000000000007567; Figura 6). Quando comparamos machos e fémeas
separadamente, encontramos diferencas significativas entre as varidveis morfométricas das trés
linhagens (machos, F = 3,3358; P = 0,01188; Figura 7A; e fémeas, F = 5,5216; P = 0,0005271;
Figura 7B). Dentre as linhagens que avaliamos no presente estudo, os espécimes da linhagem N1
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apresentaram a maior média do CRC (51,5 nos machos e 60,3 nas fémeas; Tabela 1). Os
espécimes da linhagem N2 apresentaram o CRC intermediario (50,0 nos machos e 60,1 nas
fémeas; Tabela 1) e os espécimes da linhagem S apresentaram a menor média do CRC (46,0 nos
machos e 51,6 nas fémeas; Tabela 1).
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Figura 6. Andlise de Principais Componentes para as trés linhagens de Proceratophrys boiei.
Variaveis nao normais: LC, CC e CAP. Variaveis correlacionadas com CRC, acima de 90: LC, CC,
DCOF, CCX, CTI e CP (MANOVA, F = 22,993; P = 0,000000000007567).
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Figura 7. Analise de Principais Componentes para as trés linhagens de Proceratophrys boiei, onde
(A) machos (MANOVA F = 3,3358; P = 0,01188) e (B) fémeas (MANOVA F = 5,5216; P =
0,0005271).

OSTEOLOGIA

Diafanizamos nove exemplares machos, provenientes de sete localidades, pertencentes as
trés linhagens: N1 (trés individuos de Ervalia, Minas Gerais — MAP 7750, 7793 e 7795), N2 (um
individuo de Nova Friburgo, Rio de Janeiro — IVBA 266, um de Cacapava, Sao Paulo — 758 e um
de Santo Antonio do Pinhal, Sdo Paulo — 831), e S (um individuo de Azambuja, Pedras Grandes,
Santa Catarina — Azb07, um de Blumenau, Santa Catarina — BLU 001, e um da Reserva Betary,
Iporanga, Sao Paulo — 20176).

As caracteristicas oOsseas das trés linhagens sob o nome Proceratophrys boiei sdo
semelhantes, e existe variacdo em alguns caracteres analisados, incluindo entre individuos de uma
mesma linhagem, indicando, assim como na morfologia externa, polimorfismo. Contudo, é possivel
observar algumas diferencas entres as trés linhagens: os exemplares da linhagem N1 apresentam
o nasal sobrepondo a regido do esfenetmdide (Figura 8A), enquanto exemplares das linhagens N2
e S, nao apresentam esta sobreposicao (Figura 8B e 8C). Os exemplares da linhagem N2
apresentam espessura do ramo zigomatico do escamosal, em média, duas vezes maior em
comparacao com a espessura do ramo subdtico do escamosal (Figura 9B), enquanto as linhagens
N1 e S apresentam o ramo zigomatico do escamosal, em média, 1,4 e 1,7 vezes maior que a
espessura do ramo subdtico do escamosal, respectivamente (Figura 9A e 9C). A linhagem S
apresenta espessura do ramo zigomatico do escamosal 2,1 vezes maior em comparagao a
espessura do ramo subzigomatico do escamosal (Figura 10C), enquanto as linhagens N1 e N2 sdo
3,0 e 2,6 vezes maior, respectivamente (Figura 10A e 10B).
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Figura 8. Esfenetmdide coberto pelo nasal. Seta vermelha indica caracteristica diferente entre as
espécies. (A) N1 — MAP 7793, (B) N2 — 758 e (C) S—20176.

23



Figura 9. Ramo zigomatico do escamosal (seta vermelha) em comparagao com o ramo subdtico do
escamosal (seta branca). (A) N1 — MAP 7750, (B) N2 —831 e (C) S—AZB 07.
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Figura 10. Ramo zigomatico do escamosal (seta vermelha) em comparacdo com o ramo
subzigomatico do escamosal (seta branca). (A) N1 — MAP 7750, (B) N2 — 831 e (C) S — AZB 07.

BIOACUSTICA

Analisamos um total de 708 cantos de anuncio de 66 machos das trés linhagens,
provenientes de 27 localidades (Tabela 2): N1 (sete localidades), N2 (sete localidades), e S (13

localidades).

Tabela 2. Parametros acusticos do canto de antincio de Proceratophrys boiei das trés linhagens:

N1, N2 e S. Os valores sao apresentados: média, desvio padrao e amplitude.
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Linhagens/parametros
acusticos

Duracéo do canto

()

Pulsos/canto

Pulsos/seg

Frequéncia
dominante (Hz)

Norte 1
298 cantos, 24 machos

0,831 £ 0,211
0,58-1,68
(n =93)

41,011 + 13,534
28-97
(n =93)

48,892 + 4,113
42,87-57,93
(n = 93)

770,316 + 51,859
646,00-904,40
(n = 298)

Norte 2
183 cantos, 12 machos

0,973 £ 0,177
0,50-1,32
(n = 183)

51,206 + 9,570
32-71
(n = 141)

53,072 + 6,977
40,96-66,26
(n = 141)

717,424 + 50,003
602,93-818,26
(n = 183)

Sul
227 cantos, 30 machos

0,951 £ 0,121
0,36-1,35
(n =116)

47,973 + 6,374
21-63
(n = 111)

50,016 + 4,572
41,46-62,15
(n = 111)

750,358 + 67,568
562,50-861,33
(n = 224)

O canto de anuncio das trés linhagens é composto por uma nota multipulsionada, emitido

esporadicamente (Figura 11). No geral, existe sobreposicao nos valores dos parametros avaliados

para os cantos das trés linhagens (F = 1,8332; P > 0,05) (Figura 12). Contudo, com relagao a

frequéncia dominante, a linhagem N1 atinge maiores valores (646—904,40 Hz), enquanto a linhagem

S atinge os menores valores (562,50-861,33 Hz), e N2 apresenta a menor amplitude (602,93-

818,26 Hz) entre as trés linhagens (Tabela 2).
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Figura 11. Canto de anuncio de trés individuos de Proceratophrys boiei das linhagens N1, N2 e S.
1) N1 (Gravacdo Mascate2_01112008, ndo ha dados disponiveis de temperatura do ar), 2) N2
(FNJV_0033758, temperatura do ar 19,4°C) e 3) S (FNJV_0012954, temperatura do ar 22,0°C). (A)
Audiospectrograma e (B) oscilograma.
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Figura 12. Andlise multivariada da variancia baseada nas variaveis acusticas dos cantos de anuncio
das linhagens N1, N2 e S das populagdes sob Proceratophrys boiei.

IMPLICACOES TAXONOMICAS

A partir da avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas, morfométricas, aculsticas e
osteoldgicas, aliada aos resultados de estudos anteriores com base em dados moleculares (Amaro
etal., 2012), condrocranio de girino (Dias et al., 2013), e citogenética (Silva et al., 2021), verificamos
gue existem trés espécies validas sob o nome Proceratophrys boiei. A localidade-tipo conhecida
para a espécie abrange as populacdes da linhagem N2, as quais, portanto, pertencem a
Proceratophrys boiei. A linhagem N1, com distribuicdo geografica mais ao norte do Brasil (Espirito
Santo e Minas Gerais, com excec¢ao ao sul), esta associada a P. fryi, sinonimia de P. boiei, enquanto
a linhagem S, apresenta ocorréncia mais ao sul do Brasil (Santa Catarina, Parana e sul do estado
de Sao Paulo, com o rio Tieté como barreira geografica), pertence a P. intermedia, sinonimia de P.
boiei. Ambas foram sinonimizadas a P. boiei ha 15 e 50 anos, respectivamente (Bokermann, 1966;
Prado & Pombal-Jr. 2008). Desse, modo apresentamos a seguir a redescricao de Proceratophrys
boiei e a revalidagao de P. fryi e P. intermedia.
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Proceratophrys boiei (Wied-Neuwied, 1824) — REDESCRICAO
(Figura 13)

Ceratophrys boiei Wied-Neuwied, 1824. Localidade-tipo: Rio de Janeiro e Bahia, Brasil. Restrita por
Hoogmoed (1990) para Bahia; restrita por Prado & Pombal-Jr. (2008) para Rio de janeiro.

Stombus bojei — Gravenhorst, 1829.

Ceratophris granosa Cuvier, 1829. Localidade-tipo: ndao especificada.
Rana (Ceratophris) granosa — Guérin-Méneville, 1838.

Stombus granosus — Fitzinger, 1861.

Ceratophrys bojei — Reinhardt & Litken, 1862.

Ceratophrys fryi Glinther, 1873. Holotipo: BMNH 29. Localidade-tipo: Serra da Mantiqueira, Minas

Gerais, Brasil.
Ceratophrys dorsata boiei — Gadow, 1901.

Ceratophrys intermedia Barbour, 1908. Holdtipo: MCZ A-2254. Localidade-tipo: Santa Catarina,

Brasil.

Ceratophrys boiei — Miranda-Ribeiro, 1920.
Stombus boiei — Miranda-Ribeiro, 1920.
Stombus fryi — Miranda-Ribeiro, 1920.
Stombus intermedius — Miranda-Ribeiro, 1920.
Stombus boiei — B. Lutz, 1954.

Proceratophrys boiei — Lynch, 1971.

Proceratophrys fryi — Lynch, 1971.
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Figura 13. Lectétipo de Proceratophrys boiei. (A) Dorso e (B) ventre. Fonte: Prado & Pombal Jr.
(2008).

Espécime-tipo — A espécie foi descrita por Wied-Neuwied (1824) e redescrita pelo mesmo autor em
1825, utilizando o lectétipo RMNH 24109, do estado do Rio de Janeiro.

Lect6tipo — (RMNH 24109; CRC 53,1 mm), ¢ adulta (figura 13). Localidade—-tipo: restrita para Rio
de Janeiro, Brasil, por Prado & Pombal-Jr. (2008).

Diagnose — Proceratophrys boiei € caracterizado pela seguinte combinagdo de caracteres: 1)
tamanho médio (CRC: 39,8-61,9 mm em machos, n = 38; 40,0-74,3 mm em fémeas, n = 18); 2)
apéndice palpebral Unico; 3) corddao 6culo-dorsal com constricdo na regiao medial do dorso; 4)
manchas ventrais vermiculares ou arredondadas (predominancia de circulos pequenos ou grandes);
5) canto de anuncio com 0,50-1,32 s, 32-71 pulsos/canto, 40,96—66,26 pulsos/segundo e
frequéncia dominante de 602,93-818,26 Hz; 6) NOR desenvolve no par 8 submetacéntrico; 7)
espessura do ramo zigomatico 2,1 vezes maior que a espessura do ramo subdtico do escamosal €;
8) nasais nao contatam frontoparietais.

Comparacdo com outras espécies (as caracteristicas das outras espécies estdo entre parénteses)
— A auséncia de apéndices rostrais distingue Proceratophrys boiei de P. appendiculata, P.
melanopogon, P. mantiqueira, P. gladius, P. pombali, P. itamari, P. laticeps, P. moehringi, P.

subguttata, P. sanctaritae, P. tupinamba, P. izecksohni, P. belzebul e P. phyllostomus (apéndice
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rostral presente). A presenca de apéndices palpebrais distingue Proceratophrys boiei de P.
cristiceps, P. goyana, P. dibernardoi, P. branti, P. bagnoi, P. cururu, P. huntingtoni, P. moratoi, P.
salvatori, P. strussmannae, P. vielliardi, P. carranca, P. rotundipalpebra, P. concavitympanum, P.
ararype, P. korekore, P. velhochico, P. redacta e P. minuta (apéndices palpebrais ausentes). A
auséncia de elevagdes pos-oculares distingue Proceratophrys boiei de P. avelinoi, P. bigibbosa, P.
brauni, P. palustris e P. kaingang (elevagdes pds-oculares presentes). A presenca de apéndice
palpebral Unico distingue Proceratophrys boiei de P. rondonae e P. schirchi (apéndice palpebral
multicuspidado). O cordao oculo-dorsal, continuo ou descontinuo distingue Proceratophrys boiei de
P. kaingang (corddo dculo-dorsal incompleto e descontinuo). O padrdao de manchas vermiculares
ou arredondadas, com predominancia de circulos pequenos ou grandes na regido ventral de P.
boiei, o distingue de P. paviotii (manchas irregulares na regido ventral). O canto de anuncio de
Proceratophrys boiei apresenta 32-71 pulsos/canto, o que diferencia a espécie de P. renalis (13-30
pulsos/canto) e P. paviotii (26—32 pulsos/canto).

Além das diferengas mencionadas acima com base em analises feitas no presente estudo,
a partir de reconstrugbes bayesianas e de maxima verossimilhanca com trés genes (16S, citocromo
b e RAG-1) de populacdes ao longo de toda a distribuicao de P. boiei, foram recuperadas trés
linhagens distintas (Amaro et al., 2012). A linhagem N2 pertence a Proceratophrys boiei.

Caracteristicas adicionais do lectétipo — Prado & Pombal (2008) forneceram a descrigao e ilustragao
do lectétipo, o qual possui um apéndice palpebral curto, triangular, cordao dculo-dorsal com
constricao na regido pré-sacral, descontinuo, com tubérculos curtos, arredondados, fundidos e/ou
nao fundidos e focinho quase arredondado em vista dorsal.

Osteologia — Altura do processo alar (APA): corresponde a 95% da largura do pré-maxilar;
profundidade da pars palatina do pré-maxilar (PPPPM): muito profunda, seu comprimento
corresponde a mais de 50% da largura do pré-maxilar; textura da superficie externa da pars facialis
(TSEPF): pode ser lisa ou lisa, com trés protuberancias desenvolvidas, distribuidas em fileira
diagonal sob a drbita, a anterior mais elevada; fossetas ventrais posteriores dos maxilares (FVPM):
pode ser muito profundas e evidentes, pouco profunda ou ndo evidentes; formato do osso nasal em
vista dorsal (FONVD): em forma de bumerangue; textura dos nasais (TN): irregular, com sulcos e
protuberancias, estas em maior nimero e mais aglomeradas na regido podstero-dorsal; altura da
regido podstero-dorsal dos nasais (ARPDN): nasais pouco projetados pdstero-dorsalmente, sua
altura nao ultrapassa, ou pouco ultrapassa, a altura da regido anterior dos frontoparietais; contato
entre nasais (CEN): nasais ndao se contatam; contato entre nasais e frontoparietais (CENF): nasais
nao contatam frontoparietais; textura dos frontoparietais (TF): pode ser lisa, irregular, com sulcos e
protuberancias distribuidas na margem externa dos frontoparietais e/ou escavada, com sulcos e
cavidades distribuidas nas laterais e em toda a regido posterior dos frontoparietais; relevo dos
frontoparietais em vista dorsal (RFVD): aplanado-concavo, a regidao plana correspondendo a

metade interna de cada frontoparietal, e a regido coOncava, a metade externa; largura dos
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frontoparietais (LF): frontoparietais mais largos medialmente; extensdao pdstero-lateral dos
frontoparietais (EPLF): extensdo pdstero-lateral ausente; direcionamento da regido posterior da
crista dos ossos frontoparietais (DRPCOF): regido posterior da crista curvada em direcao ao
frontoparietal adjacente, afastando-se da margem da Orbita; comprimento do ramo 6tico do
escamosal (CROE): menor que o comprimento do ramo zigomatico do escamosal (comprimento do
ramo Otico correspondendo a 65% do ramo zigomatico do escamosal); processo cultriforme do
parasfendide (PrCPa): mais largo até o seu terco médio; alcance da regido anterior do processo
cultriforme do parasfendide (ARAPrCPa): pode alcancar ou nao os palatinos; nasais em relacdo ao
esfenetmoide (NRET): ndo cobrem a regido do esfenetmoide; a espessura do ramo zigomatico do
escamosal (ERZE) é 2,6 vezes maior que a espessura do ramo subzigomatico do escamosal
(ERSZE); a espessura do ramo zigomatico do escamosal (ERZE) é 2,1 vezes maior que a
espessura do ramo subético do escamosal (ERSOE).

Variacdo — Apéndices palpebrais presentes, curtos (n = 20) ou longos (n = 35), com formato
triangular (n = 53) ou triangular pontado (n = 2); formato do focinho em vista dorsal pode ser
arredondado (n = 17), quase arredondado (n = 34) ou semicircular (n = 4). A crista cantal pode ser
pouco visivel (n = 3), moderada (n = 10) ou acentuada (n = 42); ela pode ser lisa (n = 43) ou rugosa
(n = 12). A crista dos frontoparietais pode ser pouco visivel (n = 17), moderada (n = 4) ou acentuada
(n = 34), com predominancia de acentuados; pode ser muito (n = 7), pouco (n = 25) ou nao
arqueadas (n = 23); a porcao posterior dos frontoparietais é curvada para o centro da cabeca. A
regiao entre a crista dos frontoparietais pode ser rasa (n = 43) ou profunda (n = 12), com
predominancia de rasos. A crista dos 0ssos escamosais pode ser pouco (n = 49), moderada (n = 3)
ou muito proeminentes (n = 3). Na regido da comissura bucal pode ser observado de um a quatro
tubérculos, com formato conico (n = 49) ou triangular (n = 6), no qual apresenta variacao no tamanho
destes. O timpano pode ser distinto (definido como uma depressao na pele, atras dos olhos e abaixo
da crista do osso escamosal) (n = 20) ou indistinto (n = 35). O cordao interocular pode ser continuo
(n = 2) ou descontinuo (n = 53), leve (n = 29) ou marcadamente curvo (n = 26). O cordao dculo-
dorsal é sempre presente, com constricdo na regido pré-sacral, pode ser continuo (n = 52) ou
descontinuo (n = 3), e os tubérculos que o constituem podem ser curtos, arredondados, fundidos e
nao fundidos. A coloracdo dorsal varia entre tons de marrom, creme e cinza; quanto a superficie
ventral, machos e fémeas possuem manchas vermiculares ou arredondadas (predominancia de
circulos pequenos ou grandes), que podem se estender da regido gular aos membros ou serem
restritas a regiao abdominal; os machos frequentemente apresentam a regiao gular escura ou
esmaecida. O tubérculo metacarpal interno pode ser oval (n = 43) ou eliptico (n = 12); e os externos
podem ser separados (n = 16) ou bifidos (n = 39), com o medial oval (n = 46), eliptico (n = 4) ou
arredondado (n = 5), e o distal oval (n = 40), eliptico (n = 13) ou arredondado (n = 2). O tubérculo
metatarsal interno pode ser eliptico (n = 34), eliptico curvado e proeminente (n = 14) ou borda
alargada (n = 9). Podem apresentar de uma a duas fileiras de tubérculos no antebraco. O

comprimento relativo dos dedos das maos, pode seguir seis formas: comprimento relativo dos
32



dedos (1) IV<II<I<INI(n=12),(QII<IV<I<II(n=15),3)II<I<IV<III(n=10),(4)I<IV<II
<IlI(n=4),B)I<I<IV<II(n=13)e(6)IV<I<II<II(n=1);edospés: I <II<V<II<IV.Os
0ssos escamosais sao fusionados, lisos ou rugosos, com ondulagdes ou nao. Os frontoparietais
podem ser lisos ou rugosos, com forte expansao ou nao, justapostos com leve separagao ou muito
separados, com porcao anterior pouco aberta. Os nasais ndao cobrem o esfenetmdide. O processo
cultriforme do parasfendide é largo na base e pode ser afilado ou ndo na porcao distal.

Canto de anuncio — O canto de anuncio de Proceratophrys boiei (Figura 11.2) é composto por uma
nota multipulsionada, com uma média de duracado de 0,973 + 0,177 s (0,50-1,32 s). O nimero de
pulsos emitido por canto é 51,206 + 9,570 (32-71 pulsos/canto), a taxa de emissao de pulsos por
segundo é 53,072 + 6,077 (40,96-66,26 pulsos/segundo), e a média da frequéncia dominante é
717,424 £ 50,003 Hz (602,93-818,26 Hz).

Girino — Nao existem dados sobre a morfologia externa do girino de Proceratophrys boiei. O
condocranio da espécie foi descrito por Dias et al. (2013) baseado em girinos coletados nas
seguintes localidades: Brasil, estado do Rio de Janeiro, municipio de Teresopolis — ZUFR] 5099 (4
girinos; estagios 34-35) e estado de Minas Gerais, municipio de Camanducaia, Monte Verde —
DZSJRP 1104.2 (2 girinos; estagios 32 e 37).

Distribuicdo geografica — Ocorre principalmente no bioma Mata Atlantica, no estado do Rio de
Janeiro, norte do estado de Sao Paulo e Sul de Minas Gerais, podendo ocorrer em areas de
transicao de Cerrado (Figura 1).

Proceratophrys fryi (Guinther, 1873) - REVALIDACAO
(Figura 14)

Proceratophrys fryi (Glinther, 1873), status revalidado.
Ceratophrys fryi — Glinther, 1873.

Stombus fryi — Miranda-Ribeiro, 1920.

Proceratophrys fryi — Lynch, 1971.
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Figura 14. Holotipo de Proceratophrys fryi rev. (Glinther, 1873). (A) Dorso e (B) ventre. Fonte: Prado
& Pombal Jr. (2008).

Hol6tipo — BMNH 29 (CRC 68,0 mm), ¢ adulta (Figura 14), coletada na Serra da Mantiqueira, Minas
Gerais, Brasil, por A. Fry e doado para Gilnther (1873). Nao existem dados de coordenada

geografica ou data de coleta.

Diagnose — Proceratophrys fryi é caracterizado pela seguinte combinacdo de caracteres: 1)
tamanho médio (CRC: 41,2-59,4 mm em machos, n = 25; 41,3-71,2 mm em fémeas, n = 20); 2)
apéndice palpebral Unico; 3) corddo dculo-dorsal com constricdo na regiao medial do dorso; 4)
manchas ventrais vermiculares ou arredondadas (predominancia de circulos pequenos ou grandes);
5) canto de anuncio com 0,58-1,68 s, 28-97 pulsos/canto, 42,87-57,93 pulsos/segundo e frequéncia
dominante de 646,00-904,40 Hz; 6) NOR desenvolve no par 8 submetacéntrico; 7) nasais cobre
toda a regidao do esfenetmoide e; 8) nasais contatam frontoparietais.

Comparacdo com outras espécies (as caracteristicas das outras espécies estdo entre parénteses)
— A auséncia de apéndice rostral distingue Proceratophrys fryi de P. appendiculata, P.
melanopogon, P. mantiqueira, P. gladius, P. pombali, P. itamari, P. laticeps, P. moehringi, P.
subguttata, P. sanctaritae, P. tupinamba, P. izecksohni, P. belzebul e P. phyllostomus (apéndice
rostral presente). A presenca de apéndice palpebral distingue Proceratophrys fryi de P. cristiceps,
P. goyana, P. dibernardoi, P. branti, P. bagnoi, P. cururu, P. huntingtoni, P. moratoi, P. salvatori, P.
strussmannae, P. vielliardi, P. carranca, P. rotundipalpebra, P. concavitympanum, P. ararype, P.
korekore, P. velhochico, P. redacta, P. minuta (apéndices palpebrais ausentes). A presenca de
apéndice palpebral Unico distingue Proceratophrys fryi de P. rondonae e P. schirchi (apéndice
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palpebral multicuspidado). A auséncia de elevagOes pds-oculares distingue Proceratophrys boiei de
P. avelinoi, P. bigibbosa, P. brauni, P. palustris e P. kaingang (elevag0es pos-oculares presentes).
O corddo dculo-dorsal, continuo ou descontinuo distingue Proceratophrys fryi de P. kaingang
(corddo oculo-dorsal incompleto e descontinuo). O padrao de manchas vermiculares ou
arredondadas, com predominancia de circulos pequenos ou grandes na regido ventral de P. fryi, o
distingue de P. paviotii (manchas irregulares na regido ventral). O canto de anincio de
Proceratophrys fryi apresenta 28-97 pulsos/canto, diferenciando de P. renalis (13—30 pulsos/canto)
e P. paviotii (26—32 pulsos/canto), e apresenta 42,87-57,93 pulsos/s, diferenciando de P. renalis
(61,50-86,09 pulsos/s) e P. paviotii (0,012—-0,015 pulsos/s). Proceratophrys fryi rev. difere de P.
boiei por apresentar nasal cobrindo toda a regido do esfenetmoide.

Além das diferengas mencionadas acima com base em analises feitas no presente estudo,
a partir de reconstrugdes bayesianas e de maxima verossimilhanca com trés genes (16S, citocromo
b e RAG-1) de populacdes ao longo de toda a distribuicao de P. boiei, foram recuperadas trés
linhagens distintas (Amaro et al., 2012). Proceratophrys fryi pertence a linhagem N1.

Redescricdo do holétipo [com base na descricdo feita em Prado e Pombal (2008), e na analise das
fotos do holotipo, Figura 14] — Apéndices palpebrais presentes, curtos, com formato triangular
pontiagudo; apéndice rostral ausente; forma do focinho em vista dorsal arredondada, e em vista
lateral, obtuso espatulado. A crista cantal é acentuada; rugosa. A crista dos frontoparietais é
acentuada, muito arqueadas e a regiao posterior curvada para o centro da cabega. A regiao entre
os frontoparietais € profunda. A crista dos 0ssos escamosais é acentuada. Na regido da comissura
bucal pode ser observado um tubérculo, com formato cOnico. Timpano indistinto. O cordao
interocular é continuo, marcadamente curvo. O cordao éculo-dorsal é presente, com constricao na
regiao pré-sacral, descontinuo, e os tubérculos que o constituem podem ser curtos, arredondados,
fundidos e nao fundidos. A textura da pele é rugosa, com tubérculos de diferentes tamanhos,
principalmente conicos e arredondados. O tubérculo metacarpal interno é eliptico; e os externos sao
separados, com o medial oval e o distal eliptico. O tubérculo metatarsal interno é borda alargada; e
o externo, arredondado. Apresenta uma fileira de tubérculos no antebraco. Comprimento relativo
entre os dedosdas maos: II < IV<I<IIl;edospés: I <II<V<III<1IV.

Caracteristicas adicionais do holétipo — Prado & Pombal (2008) forneceram a descrigao e ilustragao
do holétipo, o qual possui um apéndice palpebral curto, triangular pontiagudo, corddo éculo-dorsal
com constricdo na regido pré-sacral, descontinuo, com tubérculos curtos, arredondados, fundidos
e/ou nao fundidos e cordao interocular continuo e marcadamente curvo.

Cor em conservante do holétipo — A coloracdo dorsal € marrom com partes em marrom escuro, com
cor creme na regido do focinho; quanto a superficie ventral é creme, possui manchas vermiculares
e arredondadas (predominancia de circulos pequenos ou grandes), de coloracdo marrom-escuro,
gue se estendem da regidao gular aos membros; a regido gular é creme.
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Osteologia — Altura do processo alar (APA): maior que a largura do pré-maxilar (altura do processo
alar, correspondendo a 103% da largura do pré-makxilar); profundidade da pars palatina do pré-
maxilar (PPPPM): muito profunda, seu comprimento correspondendo a mais de 50% da largura do
pré-maxilar; textura da superficie externa da pars facialis (TSEPF): pode ser lisa ou lisa, com trés
protuberancias desenvolvidas, distribuidas em fileira diagonal sob a drbita, a anterior mais elevada;
fossetas ventrais posteriores dos maxilares (FVPM): podem ser muito profundas e evidentes ou
pouco profundas; formato do osso nasal em vista dorsal (FONVD): em forma de bumerangue;
textura dos nasais (TN): pode ser liso ou irregular, com sulcos e protuberancias, estas em maior
numero e mais aglomeradas na regidao posterodorsal; altura da regidao posterodorsal dos nasais
(ARPDN): nasais pouco projetados posterodorsalmente, sua altura nao ultrapassa, ou pouco
ultrapassa, a altura da regiao anterior dos frontoparietais; contato entre nasais (CEN): nasais nao
se contatam; contato entre nasais e frontoparietais (CENF): nasais em contato com frontoparietais;
textura dos frontoparietais (TF): é lisa, escavada, com sulcos e cavidades distribuidas nas laterais
e em toda a regiao posterior dos frontoparietais; relevo dos frontoparietais em vista dorsal (RFVD):
aplanado-cbéncavo, a regidao plana correspondendo a metade interna de cada frontoparietal, e a
regiao concava, a metade externa; largura dos frontoparietais (LF): frontoparietais mais largos em
sua metade posterior; extensao posterolateral dos frontoparietais (EPLF): extensao posterolateral
ausente; direcionamento da regidao posterior da crista dos ossos frontoparietais (DRPCOF): regiao
posterior da crista curvada em diregdao ao frontoparietal adjacente, afastando-se da margem da
orbita; comprimento do ramo otico do escamosal (CROE): menor que o comprimento do ramo
zigomatico do escamosal (comprimento do ramo 6ético correspondendo a 74% do ramo zigomatico
do escamosal); processo cultriforme do parasfendide (PrCPa): mais largo até o seu terco médio;
alcance da regido anterior do processo cultriforme do parasfendide (ARAPrCPa): regiao anterior do
processo cultriforme ndo alcanca os palatinos; nasais em relacao ao esfenetmdide (NRET): cobrem
a regido do esfenetmdide; a espessura do ramo zigomatico do escamosal (ERZE) é 3 vezes maior
que a espessura do ramo subzigomatico do escamosal; a espessura do ramo zigomatico do
escamosal (ERZE) é 1,4 vezes maior que a espessura do ramo subdtico do escamosal (ERSOE).

Variagdo — Apéndices palpebrais curtos (n = 13) ou longos (n = 36), com formato triangular (n = 35)
ou triangular pontado (n = 14); formato do focinho em vista dorsal pode ser arredondado (n = 25)
ou quase arredondado (n = 24). A crista cantal pode ser pouco visivel (n = 12), moderada (n = 25)
ou acentuada (n = 12); ela pode ser lisa (n = 27) ou rugosa (n = 22). A crista dos frontoparietais
pode ser pouco visivel (n = 12), moderada (n = 14) ou acentuada (n = 23), com predominancia de
acentuados; pode ser muito (n = 6), pouco (n = 26) ou ndo arqueadas (n = 17); a porgao posterior
dos frontoparietais pode ser ndo visivel (n = 2) ou curvado para o centro da cabeca (47). A regiao
entre a crista dos frontoparietais pode ser rasa (n = 28) ou profunda (n = 21). A crista dos 0ssos
escamosais pode ser pouco (n = 32), moderada (n = 1) ou muito proeminentes (n = 16). Na regiao
da comissura bucal pode ser observado de um a trés tubérculos, com formato conico (n = 26) ou

triangular (n = 1), no qual apresenta variacdo no tamanho destes. O timpano pode ser distinto
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(definido como uma depressao na pele, atras dos olhos e abaixo da crista do osso escamosal) (n =
7) ou indistinto (n = 20). O corddo interocular pode ser continuo (n = 2) ou descontinuo (n = 25),
leve (n = 11) ou marcadamente curvo (n = 14). O corddo éculo-dorsal é sempre presente, com
constricao na regido pré-sacral, pode ser continuo (n = 41) ou descontinuo (n = 8), e os tubérculos
que o constituem podem ser curtos ou alongados, arredondados, fundidos e/ou nao fundidos. A
coloragao dorsal varia entre tons de marrom, creme, cinza e preto; quanto a superficie ventral,
machos e fémeas possuem manchas vermiculares ou arredondadas (predominancia de circulos
peqguenos ou grandes), que podem se estender da regidao gular aos membros ou serem restritas a
regiao abdominal; os machos frequentemente apresentam a regiao gular escura ou esmaecida. O
tubérculo metacarpal interno pode ser oval (n = 45) ou eliptico (n = 4); e os externos podem ser
separados (n = 36) ou bifidos (n = 13), com o medial oval (n = 39), eliptico (n = 7) ou arredondado
(n = 3), e o distal oval (n = 31), eliptico (n = 17) ou arredondado (n = 1). O tubérculo metatarsal
interno pode ser eliptico (n = 35), eliptico curvado e proeminente (n = 9) ou borda alargada (n = 5);
e o externo, arredondado (n = 43) ou oval (n = 6). Podem apresentar de uma a duas fileiras de
tubérculos no antebraco. O comprimento relativo dos dedos das maos, pode seguir seis formas: (1)
V<I<I<II(n=26),( QIU<IV<I<II(n=6),3)I<I<IV<II(n=5),dI<N<I<II(n=3),
B)I<II<IV<II(n=5)e(6)IV<I<II<III(n=4),edospés:I<II<V<III < IV. Os 0ssos
escamosais sao fusionados, lisos ou rugosos, com ondulagdes ou nao. Os frontoparietais podem
ser lisos ou com poucas rugosidades, com expansao leve ou moderada, fundidos ou justapostos
com leve separagao, com porcao anterior muito, pouco ou nao aberta. Os nasais cobrem o
esfenetmoide. O processo cultriforme do parasfendide é largo na base e pode ser afilado ou ndo na
porcao distal.

Canto de anuncio — O canto de anuncio de Proceratophrys fryi (Figura 11.1) é composto por uma
nota multipulsionada, com uma média de duracdo do canto de 0,831 + 0,211 s (0,58-1,68 s). O
numero de pulsos emitido por canto é 41,011 + 13,534 (28-97 pulsos/canto), a taxa de emissao de
pulsos por segundo é 48,892 + 4,113 (42,87-57,93 pulsos/segundo), e a média da frequéncia
dominante é 770,316 + 51,859 Hz (646,00—904,40 Hz).

Girino — Nao existem dados sobre a morfologia externa e o condocranio do girino de Proceratophrys
fryi.

Distribuicdo geografica — Ocorre principalmente no bioma Mata Atlantica, nas regides sul do Espirito
Santo e todo o estado de Minas Gerais, com excecao da porgao sul deste estado, podendo ocorrer
em areas de transicdo de Cerrado (Figura 1).

Proceratophrys intermedia (Barbour, 1908) — REVALIDACAO

(Figura 15)
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Proceratophrys intermedia (Barbour, 1908), status revalidado.
Ceratophrys intermedia — Barbour, 1908.

Stombus boiei — Miranda-Ribeiro, 1920.

Stombus intermedius — Miranda-Ribeiro, 1920.

Stombus boiei — B. Lutz, 1954.

Proceratophrys boiei — Lynch, 1971.

Figura 15. Holétipo de Proceratophrys intermedia rev. (Barbour, 1908). (A) Dorso e (B) ventre.
Fonte: HU — MCZ: Herp: A-2254.

Tipo — A espécie foi descrita por Barbour (1908), a partir de um exemplar (MCZ A-2254) do estado
de Santa Catarina, Brasil.

Holétipo — (MCZ A-2254; CRC 46,0 mm), & adulto (Figura 15). Localidade—tipo: “Santa Katarina,
Brazil”, Barbour (1908).

Diagnose — Proceratophrys intermedia € caracterizado pela seguinte combinacao de caracteres: 1)
tamanho médio, se comparada com outras espécies do género (CRC machos 42,6-51,6 mm, n =
17; fémeas 42,8-68,6 mm, n = 8); 2) apéndice palpebral Unico; 3) corddao o6culo-dorsal com
constricdo na regiao medial do dorso ou nao; 4) manchas ventrais vermiculares ou arredondadas
(predominancia de circulos pequenos ou grandes); 5) canto de antncio com 0,36—-1,35 s (0,951 +
0,121 s), 21-63 pulsos/canto (47,973 % 6,374), 41,46-62,15 pulsos/segundo (50,016 + 4,572) e

frequéncia dominante de 562,50-861,33 Hz (750,358 + 67,658 Hz); 6) NOR desenvolve no par 4
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subtelocéntrico; 7) apresenta a menor espessura do ramo zigomatico do escamosal (2,1 vezes
maior) em comparagao a espessura do ramo subzigomatico do escamosal e; 8) nasais contatam
frontoparietais.

Comparacdo com outras espécies (as caracteristicas das outras espécies estdo entre parénteses)
— A auséncia de apéndice rostral distingue Proceratophrys intermedia de P. appendiculata, P.
melanopogon, P. mantiqueira, P. gladius, P. pombali, P. itamari, P. laticeps, P. moehringi, P.
subguttata, P. sanctaritae, P. tupinamba, P. izecksohni, P. belzebul e P. phyllostomus (apéndice
rostral presente). A presenca de apéndice palpebral distingue Proceratophrys intermedia de P.
cristiceps, P. goyana, P. dibernardoi, P. branti, P. bagnoi, P. cururu, P. huntingtoni, P. moratoi, P.
salvatori, P. strussmannae, P. vielliardi, P. carranca, P. rotundipalpebra, P. concavitympanum, P.
ararype, P. korekore, P. velhochico, P. redacta e P. minuta (apéndices palpebrais ausentes). A
presenca de apéndice palpebral Unico distingue Proceratophrys intermedia de P. rondonae e P.
schirchi (apéndice palpebral multicuspidado). A auséncia de elevacdes pds-oculares distingue
Proceratophrys boiei de P. avelinoi, P. bigibbosa, P. brauni, P. palustris € P. kaingang (elevagoes
pos-oculares presentes). O cordao dculo-dorsal, continuo ou descontinuo distingue Proceratophrys
intermedia de P. kaingang (cordao éculo-dorsal incompleto e descontinuo). O padrdao de manchas
vermiculares ou arredondadas, com predominancia de circulos pequenos ou grandes na regiao
ventral de P. intermedia, o distingue de P. paviotii (manchas irregulares na regiao ventral). O canto
de andncio de Proceratophrys intermedia apresenta 41,46—62,15 pulsos/s, diferenciando de P.
renalis (61,50—86,09 pulsos/s) e P. paviotii (0,012-0,015 pulsos/s). Proceratophrys intermedia rev.
difere de P. boiei e P. fryi por apresentar a menor espessura do ramo zigomatico do escamosal: 2,1
vezes maior que o ramo subzigomatico do escamosal (N1: 3 vezes e N2: 2,6 vezes maior). Por
apresentar esfenetmoide coberto pelo nasal, P. intermedia também diferencia de P. fryi
(esfenetmdide ndo coberto pelo nasal).

Além das diferencas mencionadas acima com base em analises feitas no presente estudo,
a partir de reconstrucdes bayesianas e de maxima verossimilhanca com trés genes (16S, citocromo
b e RAG-1) de populacdes ao longo de toda a distribuicao de P. boiei, foram recuperadas trés
linhagens distintas (Amaro et al., 2012). Proceratophrys intermedia pertence a linhagem S. Ainda,
P. intermedia distingue de P. boiei e P. fryi por desenvolver a Regiao Organizadora Nucleolar (NOR),

no par 4 subtelocéntrico, enquanto as espécies do norte no par 8 submetacéntrico.

No estagio de Gosner 35, o girino de P. intermedia rev. pode ser diferenciado do girino de
P. boiei por apresentar hipobranquial reduzido e pars reuniens expandido na regidao da linha média
(Dias et al. 2013).

Redescri¢do do holétipo [com base na descricdo feita em Barbour (1908), e na analise das fotos do
holdétipo, Figura 15] — Apéndices palpebrais presentes, curto, com formato triangular; apéndice
rostral ausente; forma do focinho em vista dorsal semicircular, e em vista lateral, obtuso espatulado.
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A crista cantal é acentuada e lisa. A crista dos frontoparietais € moderada; ndo arqueadas; e a
regido posterior é voltada para o centro da cabeca. A regido entre os frontoparietais é rasa. A crista
dos ossos escamosais € pouco visivel. Na regido da comissura bucal pode ser observado dois
tubérculos, com formatos conicos, no qual o anterior € maior. Timpano indistinto. A regido do cordado
interocular ndo apresenta pele, que nao é possivel definirmos sua carateristica. O cordao o6culo-
dorsal é presente, com constricdo na regido pré-sacral, continuo, e os tubérculos que o constituem
sao curtos, fundidos e alongados. A textura da pele é rugosa, com tubérculos de diferentes
tamanhos, principalmente conicos e arredondados. O tubérculo metacarpal interno € eliptico; e os
externos sao separados, com o medial oval e o distal eliptico. O tubérculo metatarsal interno é
eliptico curvado e proeminente; e o externo, arredondado. Apresenta duas fileiras de tubérculos no
antebraco. Comprimento relativo entre os dedos das maos: I < Il < IV < III; edos pés: [ < Il < V < III
<IV.

Caracteristicas adicionais do holétipo — BARBOUR (1908) forneceu a descrigao e ilustracao do
holétipo, o qual possui um apéndice palpebral curto, triangular, corddo éculo-dorsal com constricao
na regiao pré-sacral, descontinuo, com tubérculos curtos, fundidos e alongados e focinho

semicircular em vista dorsal.

Cor em conservante do holdtipo — A coloracao dorsal € marrom-claro, com algumas manchas
marrons percorrendo ambas as linhas do corddo dculo-dorsal, além de manchas marrons em seus
membros locomotores, o focinho apresenta uma cor creme, com uma linha preto dividindo ela do
restante da coloracao do corpo; a superficie ventral é de coloracdo creme, apresentando poucas
manchas arredondadas de coloracdo marrom, que se estendem da regido gular até a barriga; a
palma das maos e a planta dos pés tem coloragdo marrom-escura; a regidao gular é escura.

Osteologia — Altura do processo alar (APA): maior que a largura do pré-maxilar (altura do processo
alar correspondendo a mais que 90% da largura do pré-maxilar); profundidade da pars palatina do
pré-maxilar (PPPPM): muito profunda, seu comprimento correspondendo a mais de 50% da largura
do pré-maxilar; textura da superficie externa da pars facialis (TSEPF): lisa; fossetas ventrais
posteriores dos maxilares (FVPM): pouco ou nao evidentes; formato do osso nasal em vista dorsal
(FONVD): em forma de bumerangue; textura dos nasais (TN): irregular, com sulcos e
protuberancias, estas em maior nimero e mais aglomeradas na regido posterodorsal; altura da
regiao posterodorsal dos nasais (ARPDN): nasais pouco projetados posterodorsalmente, sua altura
nao ultrapassa, ou pouco ultrapassa, a altura da regido anterior dos frontoparietais; contato entre
nasais (CEN): nasais nao se contatam; contato entre nasais e frontoparietais (CENF): nasais em
contato com frontoparietais; textura dos frontoparietais (TF): lisa, escavada, com sulcos e cavidades
distribuidas nas laterais e em toda a regido posterior dos frontoparietais; relevo dos frontoparietais
em vista dorsal (RFVD): aplanado-concavo, a regido plana correspondendo a metade interna de
cada frontoparietal, e a regido concava, a metade externa; largura dos frontoparietais (LF):

frontoparietais mais largos medialmente; extensao posterolateral dos frontoparietais (EPLF):
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extensdo posterolateral ausente; direcionamento da regidao posterior da crista dos ossos
frontoparietais (DRPCOF): regidao posterior da crista curvada em direcao ao frontoparietal adjacente,
afastando-se da margem da drbita; comprimento do ramo 6tico do escamosal (CROE): menor que
o comprimento do ramo zigomatico do escamosal (comprimento do ramo ético correspondendo a
83% do ramo zigomatico do escamosal); processo cultriforme do parasfendide (PrCPa): mais largo
até o seu terco médio; alcance da regidao anterior do processo cultriforme do parasfendide
(ARAPrCPa): pode alcancar ou ndo os palatinos; nasais em relacao ao esfenetmoide (NRET): nao
cobrem a regido do esfenetmdide; a espessura do ramo zigomatico do escamosal (ERZE) é 2,1
vezes maior que a espessura do ramo subzigomatico do escamosal (ERSZE); a espessura do ramo
zigomatico do escamosal (ERZE) é 1,7 vezes maior que a espessura do ramo subdtico do
escamosal (ERSOE).

Variacdo — Apéndices palpebrais presentes, podem ser curtos (n = 9) ou longos (n = 18), com
formato triangular (n = 25) ou triangular pontado (n = 2), alguns apresentam uma ponta branca no
final; forma do focinho em vista dorsal pode ser semi-circular (n = 1), arredondado (n = 5) ou quase
arredondado (n = 22). A crista cantal pode ser acentuada (n = 6), moderada (n = 15) ou pouco visivel
(n = 6); ela pode ser rugosa (n = 11) ou lisa (n = 16). A crista dos frontoparietais pode ser pouco
visivel (n = 20) ou acentuada (n = 7); pode ser pouco (n = 16) ou ndo arqueadas (n = 11); e a por¢ao
posterior pode ser nao visivel (n = 3) ou curvada para o centro da cabega (n = 24). A regidao entre
os frontoparietais é frequentemente rasa (n= 23), em alguns individuos é profunda (n = 4). A crista
dos 0ssos escamosais pode ser muito (n =3), moderada (n = 3) ou pouco proeminente (n = 21). Na
regiao da comissura bucal pode ser observado de um a trés tubérculos, com formato conico (n =12)
ou triangular (n = 8), no qual apresenta variacdo no tamanho destes. O timpano pode ser distinto
(definido como uma depressao na pele, atras dos olhos e abaixo da crista do osso escamosal) (n =
2) ou indistinto (n 19). O corddo interocular é descontinuo, leve (n = 9) ou marcadamente curvo (n
= 8). O corddo o6culo-dorsal é sempre presente, com constricdo na regido pré-sacral ou ndo, pode
ser continuo (n = 19) ou descontinuo (n = 8), e os tubérculos que o constituem podem ser curtos,
fundidos e alongados ou curtos, arredondados, fundidos e/ou nao fundidos. A coloragao dorsal varia
entre tons de marrom, creme e cinza; quanto a superficie ventral, machos e fémeas possuem
manchas vermiculares ou arredondadas (predominancia de circulos pequenos ou grandes), que
podem se estender da regiao gular aos membros ou serem restritas a regidao abdominal; os machos
frequentemente apresentam a regido gular escura ou esmaecida. O tubérculo metacarpal interno
pode ser oval (n = 26) ou eliptico (n = 1); e os externos podem ser separados (n = 14) ou bifidos (n
= 13), com o medial oval (n = 20), eliptico (n = 2) ou arredondado (n = 5), e o distal oval (n = 21),
eliptico (n = 6). O tubérculo metatarsal interno pode ser eliptico (n = 13), eliptico curvado e
proeminente (n = 10) ou borda alargada (n = 4); e o externo arredondado (n = 24) ou oval (n = 3).
Podem apresentar de uma a duas fileiras de tubérculos no antebraco. Observamos cinco variagoes
no comprimento relativo entre os dedos das maos da seguinte forma: (1) IV < II < I < III (n = 13), (2)

I<IV<I<II(n=4),3)I<I<VN<II(n=4),dI<IV<I<II(n=2)e(B)I<II<IV<II(n=4),
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e dos pés: I < II < IV < III < IV. Os ossos escamosais sao fusionados, lisos ou rugosos, com
ondulagbes ou nado. Os frontoparietais podem ser lisos ou com poucas rugosidades, com expansao
leve ou moderada, fundidos ou justapostos com leve separagao, com porgao anterior ndao aberta.
Os nasais nao cobrem o esfenetmdide. O processo cultriforme do parasfendide é largo na base e
na porgao distal.

Canto de antincio — O canto de anuncio de Proceratophrys intermedia (Figura 11.3) é composto por
uma nota multipulsionada, com uma média de duracao do canto de 0,951 + 0,121 s (0,36-1,35 s).
O numero de pulsos emitido por canto é 47,973 + 6,374 (21-63 pulsos/canto), a taxa de emissao de
pulsos por segundo é 50,016 + 4,572 (41,46-62,15 pulsos/segundo), e a média da frequéncia
dominante é 750,358 + 67,658 Hz (562,50-861,33 Hz).

Girino — Nao existem dados sobre a morfologia externa do girino de Proceratophrys intermedia. O
condocranio da espécie foi descrito por Dias et al. (2013) baseado em girinos coletados nas
seguintes localidades: Estado do Parand, municipio Fazenda Rio Grande, Fazenda Gralha Azul —
DZSJRP 819.3 (1 girino; estagio 35), 830.2 (2 girinos; estagios 35 e 38) e municipio de S3o José
dos Pinhais, Serro e Gemido — DZSJRP 985.2 (1 girino; estagio 37).

Distribuicdo geografica — Ocorre principalmente no bioma Mata Atlantica, no estado de Santa
Catarina, Parana até a regido sul do estado de Sao Paulo, podendo ocorrer em areas de transicao
de Cerrado (Figura 1).
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APENDICE |
Espécimes examinados

Proceratophrys fryi - NORTE 1: ESPIRITO SANTO: Ibitirama, Pedra Roxa (Caparad): ZUEC-AMP
23621; MINAS GERAIS: Alto Caparad, Parque Nacional do Caparad: ZUEC-AMP 23575; Barao de
Monte Alto: MZUFV 15767, 15769; Cataguases, Sinimbu: MZUFV 17591, 18084, 19620, 19622;
Cataguases, Estacao Ecoldgica de Agua Limpa: MZUFV 13202, 13204; Cataguases, Horto —
Estacdo Ecoldgica de Agua Limpa: MZUFV 12202; Cataguases, B. Tomé: MZUFV 6049; Divino,
Arvore Bonita: MZUFV 17073, 17081, 17111, 17116; Divino, Arvore Bonita: ZUFMS 5651, 5666,
5680; Divino, Fortaleza: MZUFV 17092; Ervalia, Serra do Brigadeiro: (MAP 7789, 7790, 7791, 7792,
7793, 7795, 7796); Ipanema, PHC Areia Branca (AS4): MZUFV 8007; Ipanema, Santa Constancia:
MZUFV 6828; Mirai, APA Agua Limpa (mata): MZUFV 13280; Mirai, APA Agua Limpa (borda):
MZUFV 13304, 13305; Mirai, APA Agua Limpa (brejo): MZUFV 13295; Mirai, Area de Mata: MZUFV
13292, 13293; Ouro Preto, FLOE Uaimii: MZUFV 9661; Ouro Preto, Tripui: MZUFV 2334; Ritapolis,
Flona: MZUFV 19058, 19060, 19057, 19062, 19067; Santa Barbara do Monte Verde, Parque
Estadual Serra Negra da Mantiqueira: (MAP 7749, 7750); Vigosa, Mata da Biologia: MZUFV 3621,
5811; Vigosa, Mata do Paraiso: MZUFV 7250, 7133.

Proceratophrys boiei - NORTE 2: SUL DE MINAS GERAIS: Cristina: CCLZU 1477, 1478, 1479,
1605, 1606; Cristina, Brejinho: CCLZU 3140; Cristina, Mata da Prefeitura: CCLZU 1598, 1996, 2002,
2032, 2033, 2207, 2208, 2467, 2955; NORTE DE SAO PAULO: Atibaia, Parque Municipal da Grota
Funda: ZUEC-AMP 23975, 23974, 23976; Bananal, Estacao Ecoldgica Bananal: ZUEC-AMP 25197,
25196; Cacapava: CCLZU 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415; Campinas, Mata de Santa
Genebra: ZUEC-AMP 18736; Sao Francisco Xavier: ZUEC-AMP 24844; Sao José dos Campos,
Parque Municipal Augusto Ruschi: ZUEC-AMP 23307; Santo Ant6nio do Pinhal: CCLZU 827, 828,
829, 830, 831, 1109, 1110, 1295, 1474, 1475; Sao Luiz do Paraitinga, Bairro Bom Retiro: ZUEC-
AMP 19296, 19286; Sao Luiz do Paraitinga, Bairro Pantheon: ZUEC-AMP 19279, 19281, 19280,
19277, 19278; Sao Luiz do Paraitinga, Fragment N° 1: ZUEC-AMP 22834, 22835; Sao Luiz do
Paraitinga, Parque Estadual Serra do Mar, Nucleo de Santa Virginia: ZUEC-AMP 23042, 23041;
RIO DE JANEIRO: Nova Friburgo: IVBA 211, 266.

Proceratophrys intermedia - SUL: PARANA: Fazenda Rio Grande: MCP 10333; Guaratuba: MCP
7635, 7634; SANTA CATARINA: Araquari, Itapocu: ARA 13, 14: Blumenau: BLU 001; Floriandpolis:
MCP 6409, 6355; Jaragua do Sul: MCP 8151; Lauro Miiller: MCP 8135, 8136, 12319; Pedras
Grandes: AZB 05, 06; Pedras Grandes, Azambuja: AZB 07, 08; Sao Bento do Sul: MCP 11137,
11138; SAO PAULO: S&o Paulo, Parque Natural Jaceguava: ZUEC-AMP 20532, 20533; SUL DE
SAO PAULO: Apiai: ZUEC-AMP 4754, 4755; Iporanga, Reserva Betary: ZUEC-AMP 20177, 20176;
Ribeirdao Grande: ZUEC-AMP 20552.



APENDICE I
Gravacoes do canto de anuncio

Proceratophrys fryi - NORTE 1: ESPIRITO SANTO: Ibitirama: FNJV_0033213; Santa Teresa: sound
2-1-xi-2012; MINAS GERAIS: Alto Caparad: FNJV_0033266; Congonhas: CSN: Mascate01112008,
01112008 (2); Divino: JVAL_0274; Itabira: Ipoema: 11112009, 11112009 (2); Vigosa:
FNJV_0031314.

Proceratophrys boiei - NORTE 2: MINAS GERAIS: CRISTINA: P. boieil; Munhoz: FNJV_0031310;
RIO DE JANEIRO: Engenheiro Paulo de Frontin: FNJV_0044147; Rio de Janeiro: FNJV_0031906;
Teresdpolis: FNJV_0031317: SAO PAULO: Salesépolis: FNJV_0033758; Sdo José dos Campos:
FNJV_0034249, 0044985, 004986.

Proceratophrys intermedia - SUL: PARANA: Morretes: FNJV_0031312; Palmeira: FNJV_0045258;
Ponta Grossa: FNJV_0033569; RPPN Salto Morato: JVAL 0190; SANTA CATARINA: Araquari,
Itapocu: ARA 13, 14; Pedras Grandes: 1; Pedras Grandes: Azambuja: AZB 07, 08; S3o Bonifacio,
PE Tabuleiro: TASCAM_0376, 0377; SAO PAULO: Ilha do Cardoso: FNJV_0012953, 0012954;
Iporanga: FNJV_0040855; Ribeirao Grande: FNJV_0032520; Ribeirdao Grande, Parque Estadual de
Intervales: FT_00184, 00185 ind 2a; Sao Roque: FNJV_0040428.

APENDICE lII

Protocolo adaptado de Taylor & Van Dyke (1985)
Passo 1: Tirar fotos do espécime. N° de identificacdo, dorso, ventre, cabeca, maos e pés.
Passo 2: Remover toda a pele.
Passo 3: Fazer corte em “U” na regiao da barriga. TENHA MUITO CUIDADO.
Passo 4: Remover 6rgaos.
Passo 5: Abrir estdbmago e analisar o contelido estomacal.
Passo 6: Colocar de 12 a 24 horas em alcool absoluto. Auxilia na desidratagdo do organismo.
Passo 7: Alcian Blue. Coloragao da cartilagem. Deixar no alcian blue por 24 horas.

Preparando a solucdo:

- 35% de acido acético glacial.
- 65% de alcool absoluto.
- 20 mg de po6 de alcian blue ~ uma raspa de colher de café (se atentar a cor).

Passo 8: Preparar solucao de KOH:

- 100 ml de agua destilada.



- 2 pastilhas de KOH.
Passo 9: Despigmentacdo. Pegar folha A4 e colocar ao redor do pote e iluminar por ~ 3 horas.

- 20% de H202.
- 80% de solucdo de KOH.
Passo 10: Solucdo saturada de tetraborato de sédio (borax).
- Agua destilada.
- Tetraborato de sédio (1/2 colher de café).
Solucdo tampao,
- 7 partes de agua destilada.
- 3 partes de solucdo saturada de tetraborato de sddio (bérax).
Ex: Se quero preparar 100 ml, serdo 70% de agua destilada e 30% de solucao saturada.
Passo 11: Solucdo digestiva. Promove a digestdo dos musculos e gorduras.
- Solugao tampao.
- 1g de tripsina.
Passo 12: Estufa, Levar para estufa numa temperatura superior a 30°C e inferior a 40°C.
Acompanhamento rigido. Olhar com frequéncia como estéd o processo.

Passo 13: Solucdao aquosa de KOH 1,5%:

- Aqua destilada.
- 1,5% KOH.
Ex: Se quero preparar 1000 ml, ird calcular para 1,5%.

Preparar solucdo de alizarina:

- Solugao aquosa de KOH 1,5%.
- Alizarina, colocar em pouquissima quantidade (pegar com pinga).
Passo 14: Colocar espécime na alizarina.

Passo 15: Solucdo aquosa de KOH 1%:

- Agua destilada.
- 1% KOH (mesmo exemplo para KOH 1,5%).

Colocar espécime na glicerina 40%:

- 60% solucao aquosa KOH 1%.
- 40% glicerina.

Passo 16: Colocar espécime na glicerina 70%:

- 30% solucao aquosa KOH 1%.



- 70% glicerina.

Passo 17: Colocar espécime na glicerina 100%:

- 100% glicerina.
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