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RESUMO

COLACO, Gustavo. Morfologia Larval Externa, Alteracées Heterocronicas e Tabela de
Desenvolvimento de Thoropa miliaris (Anura: Cycloramphidae). 2018. 40p Dissertagdo
(Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Ciéncias Biolodgicas e da Saude, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Thoropa miliaris ¢ um ciclorranfideo endémico da mata atlantica, que desova e tem o
desenvolvimento das larvas em filmes de agua que escorrem sobre afloramentos rochosos. Os
girinos de 7. miliaris apresentam morfologia distinta daquela dos girinos livre nadantes, como
achatamento dorsoventral do corpo, auséncia da nadadeira dorsal e modificacdo da ventral, e a
regido abdominal formando um disco. Ao longo do desenvolvimento, as larvas apresentam uma
série de alteragdes na sequéncia de eventos de formacdo e apoptose de diversas estruturas. Para
os estudos do desenvolvimento foram utilizados diferentes semaforontes de 7. miliaris, que
representam as fases do desenvolvimento desde a formagdo do tubo neural até o fim da
metamorfose. O estudo das sequéncias ontogenéticas possibilitou a construgdo de uma tabela
de estagios de desenvolvimento para 7. miliaris semelhante a desenvolvida por Gosner (1960)
para girinos livre nadantes. Os semaforontes foram agrupados em quatro fases funcionais do
desenvolvimento com base nas estruturas observadas e comportamentos associados. A
trajetoria de desenvolvimento de 7. miliaris foi comparada com a de espécies de modo de
reproducdo e desenvolvimento generalista e com outras especialistas. Thoropa miliaris
apresenta desenvolvimento intracapsular longo e uma série de estruturas comuns em outros
girinos esta ausente e outras sofreram alteragdes no ritmo de desenvolvimento. A eclosdo ocorre
relativamente mais tarde e os girinos, ao eclodirem, apresentam uma série de estruturas que
permitem sobreviver no ambiente de rocha nua, com pouca agua e acentuada inclinagdo.
Durante o climax da metamorfose 7. miliaris também exibe uma série de heterocronias
principalmente relacionadas a emergéncia dos membros anteriores e a degeneragdo do disco
oral. Essas altera¢des no desenvolvimento parecem estar associadas as adaptacdes especificas
a vida nos afloramentos rochosos onde os girinos permanecem até completar seu
desenvolvimento.

Palavras-chave: Girino, Heterocronia, Ontogenia.



ABSTRACT

COLACO, Gustavo. External Larval Morphology, Heterocronic Changes and
Developmental Table of Thoropa miliaris (Anura: Cycloramphidae). 2018. 40p
Dissertation (Master's Degree in Animal Biology). Institute of Biological Sciences and Health
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Thoropa miliaris is a cycloramphid endemic to the Atlantic forest, which breeds and
development its larvae in water films on rocky outcrops. The tadpoles of T. miliaris
morphologically distinctive from free swimming larvae, such as dorsoventral flattening of the
body, absence of the dorsal fin and modification of the ventral and of the abdominal region that
forms a disc. In addition, throughout development, the larvae present a series of alterations in
the rhythm of formation and apoptosis of several structures. For the developmental studies,
different semaphoronts were used, from the formation of the neural tube to the end of the
metamorphosis. The study of ontogenetic sequences enabled the construction of a table of
developmental stages based on Gosner (1960). The semaphoronts were grouped into four
functional phases of development based on the structures presented and associated behavior,
and the developmental trajectory of 7. miliaris was compared to those of generalized species
and reproductive mode and those considered more specialists. Thoropa miliaris presents long
intracapsular development and a series of absences and changes in the development of
embryonic structures. Hatching occurs late and tadpoles present s series of structures that seems
to represent adaptations to explore the unique habitat created by films of water on rocky
outcrops. During the metamorphic climax, 7. miliaris also exhibits a series of heterochronies
mainly related to the emergency of the anterior limbs and the degeneration of the oral disc.
These developmental changes seem to be associated with life-specific adaptations in rocky
outcrops where tadpoles remain until their development is complete.

Keywords: Tadpole, Heterocrony, Ontogeny.
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1 INTRODUCAO

Entre os vertebrados terrestres viventes, os anfibios anuros sdo 0s que possuem
morfologia mais conservadora, entretanto aspectos da ecologia e historia natural das quase sete
mil espécies figuram entre os mais distintos (Duellman e Trueb, 1986). O grupo ¢ caracterizado
principalmente por possuir um ciclo de vida bifasico, com larvas e adultos que possuem
morfologia, ecologia e fisiologia distintas; estas ligadas a um complexo evento de metamorfose
que resulta em morfologia corporal distinta entre as fases larval e adulta (Duellman e Trueb,
1986; Handrigan e Wasserssug, 2007). Embora os clados com o maior numero de espécies
sejam aqueles com desenvolvimento direto (Fabrezi, 2016), das 6866 espécies conhecidas de
anuros (Frost, 2018), aproximadamente 75 por cento possuem fase larval (McDiarmid e Altig,
1999). Essas grandes diferencas ecomorfologicas observadas entre as fases podem ser
explicadas, associada a hipotese de que, em cada etapa do desenvolvimento e da historia de
vida, diversas caracteristicas morfologicas foram selecionadas independentemente (Harris,
1999). Adicionalmente, cada uma dessas caracteristicas, em cada fase do desenvolvimento,
parece ser controlada por um conjunto diferente de genes especificos (Valero et al., 2017).

A vida aquatica das larvas, independente e distinta da dos adultos, tanto em habito como
em forma, suscitou explicagdes de selegdo independente entre as fases de vida e também
interpretagdes distintas quanto a natureza da variagdo morfologica em larvas e adultos
(Wassersug, 1975). Isto gerou, na maior parte do século XX, uma rea¢do contraria ao uso de
caracteres larvais em estudos filogenéticos (ver Haas, 2003 e Miranda et al., 2015). Hennig
(1966) talvez tenha sido o primeiro autor a mostrar o grave erro da posi¢ao contraria ao uso de
caracteres larvais em sistematica, o que ¢ discutido em sua defini¢do de semaforontes como a
unidade das comparagdes em sistematica. Entre os herpetologos, o uso de caracteres larvais
deixou de ser “tabu” com os trabalhos proximos a virada do século XX, que tentaram resgatar
o valor desses caracteres para a sistematica (Haas, 1996, 1997, 2003; Maglia et al., 2001;
Pugener et al., 2003). No entanto, o carater efémero de muitas das caracteristicas larvais, que
sdo muito alteradas ou desaparecem na metamorfose (Etkin, 1932; Fox, 1983; McDiarmid e
Altig, 1999), demanda estudos da morfologia das larvas com algum grau de entendimento do
desenvolvimento dessas estruturas. Um forte impedimento do progresso nesta area do
conhecimento ¢ nossa ignorancia das formas larvais. Das mais de 5000 espécies de anfibios
anuros com larva, apenas uma pequena parte foi estudada ao longo de sua ontogenia. Essa
escassez de estudos pode ser explicada, tanto pela biologia diferenciada de algumas espécies,
quanto pela dificuldade de se obter as larvas.

As formas larvais conhecidas, foram agrupadas por Orton (1953) em quatro morfotipos
basicos e de vida livre, identificados principalmente com base na morfologia oral e posi¢do do
espiraculo (ou estrutura opercular). Suas analises também serviram para definir seis grupos
adaptativos de girinos (arboreo, forrageador de superficie, desenvolvimento direto, corrego
montanhoso, necténico e carnivoro) derivados de uma forma ancestral generalizada de poga
(tipico lentico-bentonico). Esforgos, mais recentes, procuraram agrupar os girinos em guildas
ecologicas (ver Altig e Johnston, 1989 e também Duellman e Trueb, 1986). Esses autores
tragaram relacdo entre morfologia, habitats e modos de desenvolvimento dos anuros, que apos
uma revisao posterior (ver McDiarmid e Altig, 1999) foram reconhecidas e agrupadas em 6
guildas de desenvolvimento para espécies endotroficas (baseados no grau de perda da forma
larval — desenvolvimento direto) e 15 guildas ecomorfologicas para larvas exotroficas (baseadas
principalmente no corpo, cauda, posi¢do dos olhos e aparato oral), que representam a grande
diversidade de formas apresentadas no grupo (McDiarmid e Altig, 1999), sendo as formas das
guildas de larvas exotroficas, de maneira geral, muito semelhantes a forma tipica generalizada,
ocupando uma série de ambientes lénticos e 16ticos tipicos.



Considerando que um girino de poga—com boca anteroventral, espirdculo do lado
esquerdo do corpo, boca com papilas simples circundantes, bico corneo, duas fileiras anteriores
de denticulos e trés posteriores, sendo as mais proéximas do bico corneo dividida e nadadeiras
dorsal e ventral na cauda—como a forma larval que mais se assemelha a morfologia ancestral
para larvas de anuros, podemos afirmar que muitos grupos de anuros apresentam girinos
ecomorfologicamente mais distintos desta forma (Altig e Johnston, 1989; Lutz, 1947, 1948;
McDiarmid e Altig, 1999). Um exemplo significativo de taxons com larvas distintas na regido
Neotropical, mais especificamente na Mata Atlantica Brasileira, sdo as das espécies da familia
Cycloramphidae Bonaparte, 1850 que agrupa os géneros Cycloramphus Tschudi, 1838 (28
spp.), Thoropa Cope, 1865 (6 spp.) e Zachaenus Cope, 1866 (2 spp.). Nesta familia sdo reunidas
espécies com biologia reprodutiva peculiar que ocupam dois grupos ecomorfologicos (Verdade,
2005). O primeiro desses grupos engloba todas as espécies do género Thoropa e parte das
espécies de Cycloramphus (grupos fuliginosus, granulosus e ohausi; 20 spp.), que depositam
seus ovos sobre finas camadas de agua que escorrem em afloramentos de rochas graniticas-
gnaissicas, em riachos encachoeirados ou independentes de grandes corpos d’agua e possuem
girinos exotroficos com morfologia peculiar (Bokermann, 1965; Giaretta e Facure, 2004; Lutz,
1948), que eclodem em estagios mais avancados de desenvolvimento (Verdade, 2005). O
segundo grupo engloba o restante das espécies conhecidas do género Cycloramphus (grupos
bolitoglossus e eleutherodactylus, 8 spp.) e as duas espécies de Zachaenus (Z. parvulus e Z.
carvalhoi), que se reproduzem em ambiente terrestre, possuem ovos grandes depositados no
solo da floresta, tocas ou cavidades imidas e as larvas sdo endotréficas, com morfologia e
desenvolvimento diferenciados, que também atrasam sua eclosdo ¢ permanecem no ninho até
completarem seu desenvolvimento (Heyer e Crombie, 1979; Lutz, 1943, 1944; Verdade, 2005;
Zocca et al., 2014). Além disso, os membros de Cycloramphidae compartilham similaridades
morfologicas (e.g. menisco nos olhos dos girinos) e ecologicas (e.g. reprodugdo, cuidado
parental) e distribui¢Ges geograficas restritas a mata atlantica da Bahia até o Rio Grande do Sul.
Historicamente, esses géneros foram tratados como pertencendo a mesma familia (Fouquet et
al., 2013; Grant et al., 2006; Pyron e Wiens, 2011) ou subfamilia (Lutz, 1954; Lynch, 1971).
Os estudos filogenéticos mais recentes reforgam a hipdtese de se tratar de um grupo
monofilético, embora ndo existam evidéncias morfoldgicas inequivocas deste relacionamento
(Fouquet et al., 2013; Pyron e Wiens, 2011).

Entre os ciclorranfideos, o género Thoropa é reconhecido por agrupar espécies com
desova e desenvolvimento das larvas exclusivamente em filmes d’agua que escorrem sobre
afloramentos de rochas graniticas-gnaissicas (Lutz, 1954; Bokermann, 1965) e por apresentar
excrecéncias nupciais nos machos (Bokermann, 1965). O género compreende anuros de
pequeno (e.g. T. petropolitana) e médio porte (e.g. T. taophora) variando seu tamanho médio
entre 28 ¢ 102mm (CRC). As espécies do género ocorrem desde o nivel do mar até 1500m de
altitude (Feio et al., 2006) na regido oriental do Brasil, com representantes no sul da Bahia,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo, sul de Santa Catarina e norte do Rio
Grande do Sul (Cocroft e Heyer, 1988; Nunes-de-Almeida et al., 2016). Seis espécies sao
reconhecidas para o género, a saber: Thoropa lutzi Cochran, 1938; Thoropa megatympanum
Caramaschi e Sazima, 1984; Thoropa miliaris (Spix, 1824); Thoropa petropolitana
(Wandolleck, 1907); Thoropa saxatilis Cocroft e Heyer, 1988 e Thoropa taophora (Miranda-
Ribeiro, 1923) (Frost, 2018).

Thoropa miliaris é a espécie do género que apresenta a mais ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo no Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais e no centro-sul da Bahia
(Bokermann, 1965; Feio et al., 2006; Nunes-de-Almeida et al., 2016) ¢ as formas encontradas
ao longo do gradiente latitudinal apresentam diferencas morfologicas que podem favorecer a
hipotese de que 7. miliaris seja na realidade um complexo de espécies (ver Cocroft e Heyer,
1988; Feio et al., 2006; Maxon e Heyer, 1982). Em T. miliaris uma das caracteristicas que o
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diferenciam dos outros dois géneros da familia ¢ o desenvolvimento de espinhos nupciais
queratinizados na superficie de 3 dos 4 dedos e nos tubérculos metacarpais internos
(Bokermann, 1965), que Rebougas et al, (2017) mostraram que aparecem logo apds a
metamorfose.

1.1 Um Breve Resumo Historico Sobre Ontogenias, Tabelas e Estudo do Desenvolvimento:
O que é possivel compreender sobre evoluciao através do estudo do desenvolvimento?

O estudo do desenvolvimento dos metazoarios tem sido abordado como uma das
perspectivas para compreensdo da evolucdo biologica. Mais comumente como fonte de
informagdo filogenética, porém existem muitas controvérsias (Smith, 2001, 2002). No século
XIX as informagdes sobre o desenvolvimento de vertebrados e invertebrados foram
apresentadas como "evidéncias" para a classificagdo de grandes grupos, como Protostomados
— e.g. Clivagem espiral; Blastoporo origina a boca — e Deuterostomados — e.g. Clivagem radial,
Blastoporo origina o anus — (Martin-Duran et al., 2016). Outra proposta desses estudos do
século XIX foi a que os varios passos do desenvolvimento ofereciam uma janela para a
compreensdo da filogenia, no que ficou conhecido como o Teoria recapitulacionista, ou Lei
Biogenética de Haeckel, conhecida por descrever o paralelismo entre o desenvolvimento
embrionario e a filogenia (Richardson e Keuck, 2002). Nomes como o de von Baer (1792-1876)
e Haeckel (1834-1919) s@o comumente citados como os pioneiros deste campo de estudos. As
primeiras tabelas comparadas do desenvolvimento de vertebrados sdo deste periodo e
documentam, entre outras coisas, um conjunto de semelhangas nas estruturas embrionarias
(Hopwood, 2007). Ja no século XX, varios autores apresentaram sérias criticas a esse programa
de pesquisa. Entretanto o estudo do desenvolvimento e a confec¢ao de tabelas com estagios de
desenvolvimento, tornaram-se disciplinas independentes na biologia.

O estudo da embriologia como conhecemos hoje, teve seu estabelecimento nas décadas
proximas ao ano de 1800, em meio a tentativa de compreender os eventos e mecanismos acerca
do desenvolvimento animal. O estudo da embriologia, hoje, ¢ inconcebivel sem a defini¢do de
estagios normais e divisdes padronizadas do desenvolvimento (Hopwood, 2007). Impulsionada
pelas discussdes sobre desenvolvimento (e ideias Darwinistas em meados do século XIX), a
confec¢do de “tabelas de desenvolvimento normal” se tornou uma pratica comum entre 0s
embriologistas daquela época, tanto para a espécie humana, quanto para diversos outros grupos
animais (e.g. anfibios, peixes e aves). A partir do inicio do século XX, devido principalmente
ao crescimento da embriologia experimental, surgiu a necessidade de uma padronizagdo e do
estabelecimento de uma “linguagem comum’” entre os laboratorios e estudantes de embriologia
(Pollister e Moore, 1937). No decorrer nos ultimos 100 anos, diversos estudos reconheceram
que uma sequéncia ordenada de alteracdes morfologicas poderia ser usada para medir o
progresso do desenvolvimento de forma discreta, através de uma numeragdo sequencial,
conhecida como estagiamento (Just ef al., 1981). Tendo como as mais significantes, no que diz
respeito aos anuros, a tabela de desenvolvimento de Xenopus laevis (Nieuwkoop e Faber, 1956),
fruto de uma grande cooperacao internacional da época, com enorme impacto para as ciéncias
fisiologicas e embrioldgicas; e a tabela de Gosner (1960), que apresentou um sistema
simplificado adequado para o estagiamento de séries de desenvolvimento “generalizadas” e que
hoje ¢ amplamente difundida em trabalhos das mais variadas naturezas envolvendo o estudo de
girinos. A grande variabilidade de caracteristicas observaveis nas larvas de anuros (e.g. partes
bucais, branquias, membros, cauda) e o0 acesso aos espécimes, fez com que nenhum outro grupo
vertebrado tivesse recebido mais atencdo, quanto a variacdo da morfologia externa e sistemas
de estabelecimento de estagios de desenvolvimento (Noble, 1931; Just et al., 1981).



Alguns pesquisadores, ao estudar o desenvolvimento, alteraram sua sequéncia natural,
via manipula¢des moleculares. Com isso, a compreensdo das sequéncias de desenvolvimento
ganhou um novo campo ¢ um programa de pesquisas do desenvolvimento a nivel celular
despertou o interesse de diversos pesquisadores (Arthur, 2002). Com o advento da possibilidade
de sequenciar DNA, uma nova disciplina foi estabelecida (Evo-Devo — Evolucdo do
Desenvolvimento), que se debruca sobre as questdes de regulacdo do desenvolvimento mediado
por genes, ao longo da evolucdo biologica (Raff, 2000).

Hoje a pesquisa de Evo-Devo ¢ caracterizada pela analise da forma como os sistemas
de desenvolvimento evoluem (evoluiram) e as consequéncias desses sistemas historicamente
estabelecidos para a evolucdo da organiza¢do animal, bem como as interagdes da evolucao do
desenvolvimento com as condi¢des ambientais (Miiller, 2007). O estado atual desta
subdisciplina da biologia, quando aplicado a sistematica ainda ¢ incipiente, e como tal, apenas
recentemente comegou a ser visto como um programa independente de pesquisa e
conceitualmente diferente da abordagem de outros programas, como, por exemplo, a Genética
do Desenvolvimento. O que, por sua vez, propiciou que fossem ressuscitadas ideias e conceitos
da anatomia e embriologia cléssicas (Fabrezi, 2012), aumentando as perspectivas e relacdes
entre os estudos de desenvolvimento e evolugdo dos organismos. Estudos dessa natureza com
anuros, se tornaram crescentes nas ultimas décadas, e tem como principal foco de abordagem
os eventos de alteragdo no tempo e na sequéncia de aparecimento de estruturas (Heterocronia)
durante o desenvolvimento embriondrio, larval ou pds-metamorfico (Acosta e Vera Candioti,
2017; Acosta et al., 2017; Vera Candioti et al., 2011; Chipman, 2002, Emerson, 1986, Fabrezi,
2011, 2016; Fabrezi e Cruz, 2014; Fabrezi e Goldberg, 2009; Fabrezi ¢ Quinzio, 2008; Fabrezi
etal.,2009,2010,2012,2014, 2016, 2017; Goldberg e Fabrezi, 2008; Larson, 2005; Quinzio ¢
Fabrezi, 2012).

Desde a criag@o da nova disciplina, os estudiosos do desenvolvimento também se viram
obrigados a cunhar e definir novos termos para tratar de temas exclusivos da disciplina. Em
biologia comparada, um desses termos ¢ heterocronia. O termo foi cunhado por Haeckel, no
inicio do século XIX, na tentativa de descrever padrdes de desenvolvimento nos quais ndo eram
possiveis tragar paralelos entre as sequéncias ontogenéticas e a filogenia (Richardson e Keuck,
2002; Smith, 2001, 2002). A heterocronia pode ser definida como as mudancas no tempo de
eventos do desenvolvimento causadas por processos que os levam a ocorrer cedo, tarde ou em
uma diferente taxa em um taxon quando comparado a outro, considerado ancestral (Alberch et
al., 1979; Alberch e Alberch, 1981; Gould, 1977; Smith, 2001, 2002).

O estudo da heterocronia teve sua primeira revolucao conceitual apenas em meados do
século XX, com o trabalho de deBeer (1940), que tentou distanciar o conceito de heterocronia
da ideia de recapitulacdo de Haeckel, focando na compreensdo de como os diferentes
mecanismos e alteragcdes no tempo de desenvolvimento poderiam produzir as diferencas
observadas entre as espécies. Apenas com os trabalhos de Gould (Ontogeny and Phylogeny,
1977) e Alberch et al. (1979), o conceito de heterocronia comecou a fazer parte do vocabulario
cotidiano da biologia evolutiva moderna. Eles centraram suas discussdes nos processos de
desenvolvimento que produzem alteragdes no tamanho e na forma dos organismos e nos
paralelos entre ontogenia e filogenia, retornando a ideias de recapitulacdo de Haeckel (Smith,
2001, 2002). Mais recentemente, diversas aplicagcdes e revisdes conceituais foram realizadas,
sendo algumas das mais importantes a sé€rie de trabalhos de Smith (2001, 2002, 2003). Nesses
trabalhos a autora defende uma abordagem alternativa a “Heterocronia de crescimento” de
Gould (1977) e Alberch et al. (1979), o que ela denominou como “Heterocronia de sequéncia”.
Essa abordagem permitiu analisar de maneira mais pratica as mudancas ao longo de uma
sequéncia ontogenética em um contexto filogenético.

Para os estudos de desenvolvimento e sua contextualizacdo teorica com anfibios anuros,
as principais revisdes conceituais foram realizadas recentemente por Fabrezi (2012) e Fabrezi
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et al. (2014, 2017). Esses trabalhos visaram contextualizar alguns dos conceitos mais utilizados
nos estudos de desenvolvimento e enfatizar a relevancia do estudo dos componentes
fundamentais para o estudo de ontogenias (forma-tamanho-tempo) e suas métricas de idade
(desenvolvimento e crescimento), assim como a necessidade da organizacdo das informagdes
de sequéncia e confeccao de tabelas de desenvolvimento.

Desde o inicio do século XXI houve um incremento no niimero de estudos direcionados
por um novo entendimento do valor da pesquisa em morfologia e sua inclusdo nos estudos de
desenvolvimento, biomecénica, comportamento, ecologia, fisiologia, sistematica e evolucdo de
anfibios (Wake, 2012). Nesse novo contexto, onde a biologia do desenvolvimento pode
proporcionar uma visdo mais compreensiva desde o ponto de vista historico ao funcional da
forma animal, a morfologia ganha um novo significado nos estudos evolutivos (Fabrezi, 2012).
Os anuros, por apresentarem uma grande gama de modos de desenvolvimento, com diversas
espécies com uma fase larval de vida livre e de criacdo e manipulacdo relativamente facil, se
tornaram populares em laboratérios pelo mundo todo como “animal modelo”, entre varias areas,
sendo utilizados extensivamente em estudos fisiologicos que visam o aumento da compreensao
acerca da biologia evolutiva (Burggren e Warburton, 2007).

1.3 Objetivos

Os objetivos desse trabalho sdo: (1) Apresentar uma descri¢do detalhada dos principais
tracos da morfologia e historia natural dos girinos de 7. miliaris; (2) Descrever a trajetoria
ontogenética dos atributos morfologicos externos dos embrides e das larvas de 7. miliaris; (3)
Elaborar uma tabela pictorica de desenvolvimento que ilustre os principais estagios e
caracteristicas morfologicas mais marcantes ao longo do desenvolvimento embrionario, larval
e metamorfose da espécie; (4) Comparar o desenvolvimento de 7. miliaris com espécies
generalistas e outras especialistas, como as de desenvolvimento direto; e (5) apresentar uma
discussdo sobre as implicagdes destas peculiaridades ontogenéticas nos contextos ecologico e
evolutivo.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra de girinos analisados

Foram analisados 316 girinos de Thoropa miliaris provenientes de diferentes
populacdes dos estados do Rio de Janeiro e de Minas Gerais. Como complemento aos resultados
e para fins de comparagdo foram utilizados também 123 girinos de 7. megatympanum
provenientes e 12 localidades e 58 girinos de 7. taophora de duas localidades. A lista de
espécimes examinados, bem como suas respectivas colecdes, se encontra no Apéndice A.

2.2 Analise e terminologia da morfologia externa

As definigdes e terminologia utilizada para o estudo dos caracteres larvais seguem
diferentes autores, pois raramente um Unico autor tratou de multiplos aspectos morfoldgicos em
um s6 trabalho. A terminologia utilizada para diferentes tracos mais gerais da morfologia
externa (e.g. opérculo e espiraculo, orientagdo dos olhos) e a tomada de medidas seguiu Altig
(2007) e McDiarmid e Altig (1999). A descrigdo e terminologia das partes orais e suas estruturas
queratinizadas seguiu Dubois (1995). Para discussédo sobre aspectos do uso de estruturas larvais
na compreensdo da sistematica dos anuros foram utilizados Haas (2003) e Orton (1953). A
organizagdo dos dados em tabelas seguiu Gosner (1960) e/ou Nieuwkoop e Faber (1956).

As observagdes da morfologia externa foram realizadas utilizando uma lupa
estereomicroscopica, OLYMPUS SZ40 e as medidas foram tomadas com a utilizacdo de um
paquimetro digital. Apds a determinacdo das estruturas em cada estagio, uma amostra menor
de girinos, representativa desses estagios previamente estabelecidos, foi fotografada em uma
lupa com programa de montagem de imagens com foco multiplo, Leica M205 C e o software
Leica Application Suite.

2.3 Determinacao dos estagios de desenvolvimento

A fim de facilitar as comparacdes, além de quantificar e qualificar as distintas
morfologias durante o desenvolvimento de 7. miliaris, alguns critérios foram utilizados para a
organizacdo das formas observadas em uma sequéncia logica de estagios. A determinagdo dos
estagios de desenvolvimento seguiu os seguintes passos:

1. Os diferentes estagios de desenvolvimento, ou semaforontes (sensu Hennig, 1966),

foram definidos com base na morfologia externa conforme apresentado por Gosner
(1960). Isso permitiu, que um sistema comparavel pudesse ser estabelecido, mesmo
que novas morfologias e novos estagios fossem definidos para 7. miliaris. Apos a
determina¢do mais apropriada seguindo o sistema de Gosner (1960), com base na
observagdo de um conjunto adicional de caracteristicas, foram identificados os
semaforontes que ndo puderam ser encaixados nos estagios definidos por Gosner
(1960).

2. A identificagdo e descricdo de morfologias peculiares e de suas mudangas ao longo
do desenvolvimento nos girinos de 7. miliaris (e.g. menisco, nadadeiras dorsal e
ventral, proje¢des abdominais), permitiu a determinagdo mais precisa dos
semaforontes e¢ o estabelecimento da sequéncia de eventos de formagdo,
degeneracdo e modificagdo dos caracteres ao longo do desenvolvimento.



3. As formas que apresentam caracteristicas diagnosticas de diferentes estagios
definidos por Gosner (1960) receberam a notagdo “A” ou “B”, apoés a notacdo do
estagio segundo esse sistema, que continha as caracteristicas basicas mais proximas
de determina-lo, para demonstrar que se tratam de formas suficientemente
diferenciadas para serem alocadas apenas utilizando os critérios de Gosner (1960).

4. Os estagios obtidos foram agrupados em quatro fases funcionais do
desenvolvimento, semelhante ao que foi feito por Aratjo et al. (2016) para os dois
periodos de desenvolvimento de Pipa arrabali, porém o critério utilizado foi
baseado na divisao das categorias do desenvolvimento de McDiarmid e Altig (1999)
para a tabela de Gosner (1960). As fases funcionais sao: I) Estagios Embrionarios;
IT) Estagios Pré-eclosao; III) Estagios Larvais e IV) Estagios Metamorficos. Em
relacdo ao primeiro grupo de estigios (Estagios embriondrios) a amostra de
semaforontes obtida inclui apenas quatro semaforontes que puderam ser alocados
em tal grupo de estagios.



3 RESULTADOS

3.1 O Girino de Thoropa miliaris

A presente descricao foi realizada com base em um girino no estagio 36 de Gosner
(Figura 1). Para as medidas foram utilizados 25 girinos em diferentes estagios de
desenvolvimento, que estdo organizadas no Tabela 1. Como complemento as descrigdes
morfoldgicas foram utilizados os demais girinos da amostra. Os girinos possuem cauda e corpo
alongados. Em vista lateral o corpo ¢ achatado dorso-ventralmente. Em vista dorsal, o corpo
possui forma ovoide, mais comprido que largo. A por¢do posterior do corpo € mais larga que a
anterior, devido a uma protuberancia arredondada em cada lado do corpo, separadas por uma
robusta musculatura axial. H4 um limite bem marcado entre a regido da cabega e o restante do
corpo, que se curva em forma de “C” para a por¢ao anterior do corpo. Os olhos sdo grandes e
dorso-lateralmente orientados com a presen¢a de um menisco na por¢ao médio-dorsal da iris.
O focinho ¢ arredondado e as narinas sdo pequenas e orientadas dorso-lateralmente. O
espiraculo ¢ sinistro e interno, localizado na por¢do média do corpo, com sua abertura circular,
orientada a 45° dorso-caudalmente. O abddémen ¢ transparente, expondo o longo intestino, que
possui o alto grau de espiralizagdo no lado esquerdo do corpo. Projegdes laterais de pele do
abdomen (disco abdominal) sdo observadas, principalmente na por¢ao mais caudal do corpo.
Também ¢é observada uma projecdo medial da por¢do caudal do abddémen (saia cloacal) que
possui uma constrigdo mediana e cobre parte dos membros posteriores e o tubo anal. A cauda
corresponde a aproximadamente 70% do comprimento total e possui musculatura robusta, com
os midmeros bem evidentes. A nadadeira dorsal é ausente. A nadadeira ventral é modificada,
com um aspecto achatado, se projetando lateralmente. O disco oral é grande (+80% a largura
da cabega) e orientado ventralmente. A papilagdo em torno do disco oral € em fileira tinica e se
estende do limite inferior da primeira fileira de denticulos corneos até a por¢do mais ventral do
labio inferior. A formula oral ¢ 2(2)/3(1). Os denticulos das fileiras ndo possuem diferencas
consideraveis de tamanho. As fileiras A-2 ¢ P-1 possuem uma separacdo medial, onde se
inserem as partes superior e inferior do bico corneo, respectivamente. O bico corneo ¢ alongado
e comprimido lateralmente, sendo a por¢do inferior menor e mais comprimida lateralmente,
com as extremidades mais distais da por¢ao superior e inferior serrilhadas. Em vida, possuem
coloragdo criptica, na regido da cabega (entre os olhos e narinas) ¢ marrom escura ¢ na por¢ao
mais posterior do corpo variando entre o marrom escuro e o claro. A cauda apresenta faixas
transversais que alternam a colora¢do marrom escura e marrom clara, por toda sua extensao. A
porcdo ventral da cauda ¢ bege claro. Pontoagdes esbranquigadas transltcidas (iridoforos) estdo
presentes por todo e corpo e cauda, sendo mais pronunciados nas por¢des laterais e inferiores
de ambos. Em preservativo, fixados em formalina 5-10%, o marrom escuro se torna mais
uniforme em seus tons e o marrom claro se torna mais esbranquicado.



Tabela 1. Medidas dos girinos de Thoropa miliaris em milimetros: nimero de individuos (n); comprimento total
(CT); comprimento do corpo (CCA); largura do corpo (LCO); altura do corpo (ACO); didmetro do olho (DO);
distdncia olho-narina (DON); distancia olho-focinho (DOF); distancia interorbital (DIO); distancia inter-nasal
(DIN); largura do disco oral (LDO); comprimento da cauda (CCA); altura da cauda (ACA).

Estagios
n 28 33 34 35 36 40 41
11 1 1 1 4 4 3
cT 17,5+ 1,48 19,66 24,38 28,32 27,43+ 1,53 29,34 + 1,54 32,02+ 1,13
(14,65 - 19,45) - - - (25,92-29,57)  (27,47-30,69) (31,13 -33,29)

cco 5,32+0,42 6,76 7,36 8,63 8,16+0,4 9,31+ 0,44 9,81 +£0,17
(4,55 -5,77) - - - (7,94 - 8,76) (8,72 -9,8) (9,6 - 9,94)
LCOo 3,29+0,2 3,76 3,6 4,42 4,29+ 0,6 5 +0,53 5,16 £0,55
(2,96 - 3,7) - - - (3,83 -5,17) (4,46 -5,7) (4,76 - 5,79)

ACO 2,14 +£ 0,06 2,45 2,28 2,76 2,48 +£0,76 3,03+0,28 3,13+0,2
(2,07 -2,24) - - - (1,34 -2,96) (2,79 - 3,42) (2,93 -3,33)

DO 0,98 + 0,1 1,27 1,49 1,48 1,46 +0,12 1,57+0,18 1,85+0,1
(0,84 - 1,16) - - - (1,31-1,58) (1,33-1,78) (1,75 - 1,95)
DON 0,65 + 0,08 0,76 0,62 0,92 0,82 £ 0,08 0,94 + 0,05 0,92 + 0,07
(0,42 - 0,75) - - - (0,74 - 0,93) (0,89 -1) (0,84 -0,97)

DOF 1,56 + 0,25 1,91 2,04 1,93 2,4 +0,21 2,27+0,12 2,35+0,18
(1,18 - 1,88) - - - (2,13 -2,66) (2,09 - 2,35) (2,15-2,51)

DIO 0,54 £ 0,07 0,68 0,69 0,77 0,76 £ 0,05 0,89 + 0,07 0,96 + 0,1
(0,41 - 0,62) - - - (0,7 -0,82) (0,83 - 0,99) (0,89 - 1,08)

DIN 0,92 + 0,03 1,07 1,1 1,23 1,15+ 0,07 1,18+0,12 1,12 £ 0,05
(0,87 -0,98) - - - (1,06 - 1,21) (1,06 - 1,31) (1,06 - 1,15)

LDO 1,96 + 0,17 1,93 2,31 2,61 2,47+0,15 2,68 + 0,04 2,81+0,2
(1,63 - 2,18) - - - (2,32-2,61) (2,64 - 2,73) (2,58 -2,96)

CCA 12,33+ 1,2 13,17 16,9 19,9 18,92 + 0,65 20,15+ 1,68 22,36 £ 1

(10,14 - 14,35) - - - (18,1 - 19,66) (18,02 -21,63) (21,73 -23,52)

ACA 1,61 +0,28 1,6 1,71 1,86 1,85+ 0,02 1,92+0,12 2,01 £0,15

(1,28 - 2,14) - - - (1,83 - 1,87) (1,8 -2,04) (1,92 - 2,18)



Figura 1. Girino de Thoropa miliaris estagio 36 de Gosner. (A) Vista dorsal com detalhe para o menisco; (B)
Vista ventral; (C) Lateral esquerda; (D) Detalhe da saia cloacal; (E) Detalhe do disco oral; (F) Detalhe do
espiraculo interno.

As desovas de Thoropa miliaris (Figura 2) sdo encontradas em afloramentos de rochas
graniticas-gnaissicas, por onde escorre uma fina camada de agua, semelhante ao descrito para
as outras espécies do género (Bokermann, 1965; Caramaschi e Sazima, 1884; Cocroft e Heyer,
1988; Giaretta e Facure, 2004). Os ovos ndo possuem pigmentagdo e sdo numerosos. Em
observagdes feitas em Mangaratiba, Rio de Janeiro, as desovas que poderiam estar agrupadas
ou isoladas (mas que poderiam ter sido depositadas por uma tnica fémea) continham entre 40
e 180 ovos. As desovas sdo dispostas em camada tnica, ndo sendo totalmente submersas no
filme d’agua. Cada ovo estava fortemente aderido a rocha ou as folhas em decomposi¢cdo no
local da postura e nos blocos que formavam uma postura, cada ovo estava aderido a outro do
conjunto. Os girinos, em diferentes estagios de desenvolvimento, sdo observados no mesmo
lugar das desovas, sobre a rocha nua, se locomovendo e alimentando, a partir do estagio 27 de
Gosner. Esse mesmo estagio também ¢é encontrado eventualmente dentro do ovo, indicando que
este seja o estagio onde normalmente ocorra a eclosdo da espécie. Geralmente, na mesma regiao
da rocha, sdo encontrados girinos, sendo no mesmo estagio, em estagios de desenvolvimento
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muito proximos. Varias desovas com girinos em diversos estagios de desenvolvimento podem
ser encontradas no mesmo afloramento rochoso, com uma distiancia consideravel entre elas.

Embora ndo tenha procedido a um exame do contetido alimentar nos intestinos dos
girinos, a observacao de seus intestinos, revelou que grande parte do seu conteuido é constituida
de sedimento mineral, ocupando parte consideravel do volume total. A ingestdo, provavelmente
se da durante o processo de alimentagdo que parece envolver raspagem de musgo e filme de
algas da superficie da rocha.

Os girinos de 7. miliaris permanecem em seu ambiente de nascimento e
desenvolvimento até o fim do processo de metamorfose. E comum encontrar grandes grupos de
recém-metamorfoseados, dias apos o fim do processo.

Figura 2. Desovas de Thoropa miliaris em um afloramento rochoso em Mangaratiba — RJ; A e B, ovos com
semaforontes em estagios Embrionarios; C, ovos com semaforontes em estagios Pré-eclosao.
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3.2 Morfologia Externa e Estagios de Desenvolvimento

Foi possivel subdividir o desenvolvimento dos girinos em 32 estagios discretos. A seguir
apresento a descri¢do de cada estdgio com base na amostra de semaforontes observados, bem
como a dos eventos e tragos morfologicos utilizados em sua determinacdo. Nas tabelas, cada
um dos estagios ¢ associado a uma fase funcional do desenvolvimento conforme explicado
abaixo. Na ocorréncia de mais de uma caracteristica diagnostica para o estagio, a que melhor
defina o estagio (menos variavel ou subjetiva) estara assinalada com um asterisco (*).

Estagios Embrionarios (Fase I): Esse grupo de estagios abrange o desenvolvimento
embrionario, desde a fecundacdo do ovo até o inicio da formagdo de 6rgdos complexos. A
amostra dessa fase ¢ limitada e representada apenas pelos estagios finais, onde os semaforontes
ja apresentam diferenciacao dos arcos branquiais e diferentes graus de formagdo da boca, cauda
e branquias externas. Os estagios de desenvolvimento da fase, bem como as caracteristicas
determinantes e equivalentes de Gosner (1960) sdo apresentados na Tabela 2 e ilustrados na
Figura 3.

Estagio 17: O embrido nesse estagio apresenta diferenciag@o entre a regido cefalica e do
broto da cauda. O tubo neural ja se encontra formado, com uma abertura na por¢ao anterior,
proximo regido cefalica. A placa branquial € distinta.

Estagio 18: Nesse estagio o embrido possui maior diferenciacdo cefalica e alongamento
corporal. Os primeiros pares de arcos branquiais estdo bem diferenciados e a abertura oral bem
como a placa branquial sdo mais distintos. Os primoérdios oculares sdo sutilmente visiveis ¢ a
abertura do anus ¢ circular.

Estagio 19: O embrifo nesse estagio apresenta os primoérdios branquiais nas laterais da
regido cefalica. A capsula otica € bem evidente, com a parte central do olho mais profunda e as
aberturas nasais sdo visiveis. A musculatura axial ¢ mais longa e 0s midmeros mais numerosos.
O tubo anal, com abertura para o lado direito, do corpo (destro) também esta bem diferenciado.

Estagio 20: A capsula 6tica nos embrides nesse estagio ¢ maior que no anterior. O disco
oral estd no inicio de sua diferenciagdo, mas ja se pode observar os labios superior (com um
espago medial) e inferior. A cauda estd bem diferenciada e mais longa apresenta nadadeiras
dorsal e ventral ao longo de toda sua extensdo. Os filamentos que compdem as branquias
externas estdo bem desenvolvidos e ramificados, normalmente, em 9 sub-ramos de um ramo
principal.
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Figura 3. Tabela dos Estagios Embrionarios (Fase I) para Thoropa miliaris. (Escala = 1mm).

Tabela 2. Tabela Adaptada de Gosner (1960) para os Estagios Embrionarios (Fase 1) de Thoropa miliaris.

Estagios
Fase Estagio Carater Diagnéstico equivalentes de
Gosner (1960)
Fechamento das pregas neurais, exceto regido cefalica 16
17 Placa branquial distinta 16
Broto da cauda* 17
18 Alongamento corporal 16
Diferenciagdo dos arcos branquiais* 18
1 Primordios branquiais* 19
19 Alongamento caudal 20
Capsula otica evidente 21
Crescimento e ramifica¢do das branquias externas* 19-21
20 Formacao das nadadeiras dorsal ¢ ventral
Formacao dos labios superior ¢ inferior

Estagios Pré-eclosao (Fase II): Os semaforontes nesse grupo de estagios ainda se
encontram dentro do ovo e abrangem formas que possuem alguns 6rgdos complexos formados
e representam a transi¢@o entre o embrido, com pouca capacidade de mobilidade e alimentado
pelo vitelo, para o estagio larval com movimentagdo e alimentagao livre, com a formacdo das
caracteristicas necessarias para tal (e.g. Disco oral, modificacdo das nadadeiras). Os estagios de
desenvolvimento da fase, bem como as caracteristicas determinantes e equivalentes de Gosner
(1960) sdo apresentados na Tabela 3 e ilustrados na Figura 4.

Estagio 23A4: Nesse estagio a parede opercular esta diferenciada, livre da parede
abdominal e margeia a base das branquias externas, que estdio no maximo do seu
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desenvolvimento e ramificacdo, geralmente apresentando dois ramos principais, um com 8-11
sub-ramos e o outros com 4 a 6 sub-ramos. Os embrides nesse estagio apresentam o disco oral
mais diferenciado, podendo-se identificar as cristas labiais (geralmente sem denticulos) e bico
corneo (ainda ndo pigmentado) e poucas papilas marginais. O bico corneo tem a aparéncia de
varios denticulos compactados lado a lado, sendo possivel observar os limites entre um e outro.
As nadadeiras dorsal e ventral estdo presentes em toda extensdo da cauda. O abddémen € muito
arredondado com a pele transparente. Ainda ¢ possivel observar muito vitelo associado ao
intestino. Na parede posterior do abddmen ja € possivel observar os primoérdios de uma projecao
de pele que irdo formar uma saia cloacal que recobrira o tubo anal.

Estagio 23B: Nesse estagio ja pode ser vista a primeira fileira de denticulos (A-1)
completa, e eventualmente rudimentos da segunda (A-2). Parte do bico corneo ja apresenta
pigmentacao e ja ¢ visivel uma fileira tnica de papilas em torno de todo o disco oral. O opérculo
¢ desenvolvido e recobre a base do ramo maior de branquias externas, e 0 ramo menor quase
totalmente. Primordios dos brotos dos membros posteriores ja estdo presentes, porém
minusculos. A diferenca entre a largura da regido cefalica e abdominal (em vista dorsal)
diminui. Comparado ao estagio anterior, a quantidade de vitelo nos intestinos ¢ menor. Nesse
estdgio o nimero de voltas intestinais ¢ aparentemente maior. As nadadeiras dorsal e ventral
sd0 mais pronunciadas, sendo possivel observar pequenas ramificagdes em seu interior, embora
ndo se possa ter certeza se representam vasos sanguineos ou nervos. Nos olhos, o menisco, que
ainda ndo atinge a iris esta presente.

Estagio 24A4: Esse estagio ¢ marcado pela fusdo parcial do opérculo com a parede
abdominal; um ter¢o a metade da porgdo direita do opérculo ja esta fusionado, sendo ainda
possivel observar a extremidade da branquia externa direita. Nesse estagio ocorre uma ligeira
diferenciagio dos brotos dos membros posteriores. E possivel observar um maior grau de
espiralizagdo do intestino e ainda menor quantidade relativa de vitelo. A nadadeira ventral &
reduzida e modificada, com sua por¢ao distal dobrada lateralmente e formando pequenas abas
laterais. Essa modificagdo da forma da nadadeira € mais acentuada na metade anterior da cauda.

Estagio 24B: Nesse estagio o grau de fusdo do opérculo com a parede abdominal ¢ mais
avancado, da metade a dois tercos de sua extensdo se encontra fundido e apenas parte da
branquia externa esquerda ainda ¢é visivel. Ndo se observa mais vestigios da nadadeira dorsal
nesse estagio; a nadadeira ventral estd modificada (conforme descrito anteriormente) nos dois
primeiros terg¢os da cauda. O bico corneo estd maior ¢ mais pigmentado que no estagio anterior
e os denticulos do segundo cume labial da por¢@o superior (A-2) ja formam uma fileira, porém
com denticulos ainda muito diminutos. O menisco nesse estagio cobre uma pequena porcdo da
pupila.

Estagio 25: Nesse estagio, o opérculo esta fusionado a parede abdominal quase em toda
extensdo da borda de contato entre os dois, uma fissura ainda € presente no lado esquerdo e ndo
¢ mais possivel se observar branquias externas. O disco oral apresenta, além das duas fileiras
de denticulos pigmentados da por¢do superior (A-1 e A-2), mais duas fileiras na porc¢ao inferior
(P-1 e P-2) e a papilacdo do disco oral também ¢ mais evidente.

Estagio 26: Nesse estagio a fusdo do opérculo a parede do abddmen esta completa com
a formagao de um tubo espiracular mais interno, a abertura do espiraculo esta associada a parede
lateral do corpo. Os brotos dos membros posteriores possuem comprimento menor ou igual a
metade do diametro. As fileiras de denticulo do labio inferior (P-1 e P-2) se tornam mais
robustas. A saia abdominal, que recobre o tubo anal e parte dos membros posteriores, se torna
mais evidente possui uma leve modificagdo em sua forma, ela tem uma constri¢do mediana que
a divide em duas subunidades, uma mais proxima do corpo, outra mais distal. A quantidade de
vitelo ¢ muito reduzida em relagdo ao estagio anterior e regido cranial do corpo se torna mais
larga e disco abdominal ¢ um pouco mais desenvolvido. Os semaforontes nesse estagio possuem
forma semelhantes aos eclodidos.
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Figura 4. Tabela dos Estagios Pré-eclosdo (Fase II) para Thoropa miliaris. bm: broto do membro posterior; esp:
espiraculo

15



Tabela 3. Tabela Adaptada de Gosner (1960) para os Estagios Pré-eclosao (Fase II) de Thoropa miliaris.

Estagios
Fase Estagio Carater Diagnostico equivalentes de
Gosner (1960)

3A Disco oral e bico corneo formados ndo pigmentados* 23
Opérculo aberto e branquias externas desenvolvidas™* 23
Opérculo aberto cobrindo a base das branquias*® 23
Brotos dos membros posteriores presentes 26

23B Formagéo e pigmentacao da fileira de denticulos A-1 25-26
Pigmentagao de parte do bico corneo
Formagao do menisco
Fechamento do primeiro ter¢o do opérculo* 24

Vg 24A Modificagao da nadadeira ventral mais acentuada na porgao

anterior da cauda

24B Fechamento do segundo ter¢o do opérculo* 24
Formagao da fileira de denticulo A-2 25-26

25 Fechamento do opérculo* 25
Formacao das fileiras de denticulos P-1 e P-2 25-26
Formagéo do espiraculo interno* 25

2 Comprimento dos membros posteriores menor que a metade do 26
diametro*
Alargamento da regido cefalica e formag@o do disco abdominal

Estagios Larvais (Fase III): Neste grupo se encontram o primeiro grupo de estagios
pos-eclosdo, onde os individuos sdo capazes de se mover e alimentar livremente no ambiente
onde vivem. As formas aqui presentes sdo divididas em estagios de desenvolvimento, onde as
alteracdes observadas dizem respeito apenas as mudancas nos membros posteriores, como
aumento e mudancas nas propor¢des dos membros (formacdo do esqueleto apendicular) e
diferenciagdo individual dos digitos e aparecimento de tubérculos metacarpais e subarticulares.
Nos ultimos estagios desse grupo ja € possivel observar claramente o desenvolvimento dos
membros anteriores dentro das cdmaras branquiais ¢ a redugdo do disco abdominal ¢ da saia
cloacal. Os estagios de desenvolvimento da fase, bem como as caracteristicas determinantes e
equivalentes de Gosner (1960) sdo apresentados na Tabela 4 e ilustrados na Figura 5.

Estdagio 27: E nesse estagio que ocorre a eclosio natural da larva. Podendo essa forma
ser encontrada tanto dentro, como fora do ovo. O aparato oral tem proporgdes
consideravelmente maiores em relagdo aos estagios anteriores, os denticulos e bico corneo se
tornam mais e fortemente pigmentados (mais escuros). A terceira fileira de denticulos da por¢ao
inferior (P-3) estd formada e pigmentada. O comprimento dos membros posteriores ¢ maior ou
igual a metade do didmetro. Nos individuos eclodidos, o nimero de voltas intestinais ¢ muito
maior que no estagio anterior e o vitelo ndo ¢ mais observado; a presenca de sedimento arenoso
no intestino dos individuos neste estagio, ja eclodidos, indica inicio da atividade de alimentacao.
Nesse estagio observa-se também que o corpo do girino ¢ mais achatado dorso-ventralmente.
O disco de pele abdominal, a projecdo, sob os membros e tubo anal e o formato da nadadeira
ventral, também sdo achatados e bastante evidentes.

Estagio 28: Comprimento dos membros posteriores maior ou igual ao diametro.

Estagio 29: Comprimento dos membros posteriores maior ou igual a uma vez e meia o
diametro.

Estagio 30: Comprimento dos membros posteriores maior ou igual a duas vezes o
diametro.

Estagio 31: Diferenciac¢@o da regido mais distal do membro posterior, ou pé em forma
de pa.

Estagio 32: Surgimento do entalhe entre os dedos 4 e 5.

Estagio 33: Surgimento do entalhe entre os dedos 3 e 4.
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Estagio 34: Surgimento do entalhe entre os dedos 2 e 3.

Estagio 35: Surgimento do entalhe entre os dedos 1 ¢ 2.

Estagio 36: Inicio da separagdo entre os dedos4 e 5;3 ¢ 4;2 e 3.

Estagio 37: Cinco dedos separados nas extremidades, com crescimento individual.
Estagio 38: Desenvolvimento dos tubérculos metatarsais.

Estagio 39: Inicio do desenvolvimento dos tubérculos subarticulares.

Estagio 40: Tubérculos subarticulares desenvolvidos. Saia cloacal muito reduzida.

1 mm

Figura 5. Tabela dos Estagios Larvais (Fase I1I) para Thoropa miliaris; bm: broto do membro posterior.
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Tabela 4. Tabela Adaptada de Gosner (1960) para os Estagios Larvais (Fase III) de Thoropa miliaris.

Estagios
Fase Estagio Carater Diagnostico equivalentes de
Gosner (1960)

Queratinizagdo da P3* 26

27 Comprimento dos membros posteriores maior ou igual a 27
metade do didmetro*

28 Comprimento dos membros posteriores maior ou igual ao 28
diametro

29 Comprimento dos membros posteriores maior ou igual a uma 29
vez e meia o didmetro

30 Comprimento dos membros posteriores maior ou igual a duas 30
vezes o diametro

31 Diferenciagao da regiao do pé em forma de pa 31

Vi 32 Entalhe entre os dedos 4 € 5 32

33 Entalhe entre os dedos4 e 5;3 e 4 33

34 Entalhe entre os dedos 4 e 5;3¢e4;2¢3 34

35 Entalhe entre os dedos4e5;3¢e4;2¢3;1€e2 35

36 Inicio da separag@o entre os dedos 4 ¢ 5;3e4;2¢ 3 36

37 Cinco dedos separados nas extremidades e seu crescimento 37
individual

38 Desenvolvimento dos tubérculos metatarsais 38

39 Inicio do desenvolvimento dos tubérculos subarticulares 39
Tubérculos subarticulares desenvolvidos* 40

40 . . .
Saia cloacal muito reduzida

Estagios Metamorficos (Fase IV): Esse grupo de estidgios abrange o climax do
processo de metamorfose. As formas aqui encontradas sofreram uma série de alteracdes que
irdo propiciar a mudanga para a forma de locomogdo tetrapode propria dos anuros na fase
terrestre, além de alteracdes tegumentares e viscerais. Os estagios de desenvolvimento da fase,
bem como as caracteristicas determinantes ¢ equivalentes de Gosner (1960) sdo apresentados
na Tabela 5 e ilustrados na Figura 6.

Estagio 41A: Nesse estagio ¢ possivel observar os membros anteriores flexionados, com
diferenciagdo da mao e dedos, dentro da camara branquial, com os cotovelos alterando
levemente as laterais do corpo. A por¢do posterior da saia cloacal se torna muito pequena,
margeando apenas o tubo anal.

Estagio 41B: Esse estdgio ¢ marcado pela protrusdo de apenas um dos membros
anteriores (ocorréncia de 50% para cada membro) e regressao total da saia cloacal, expondo
assim o que restou do tubo anal, que agora pode se perceber também sofreu diminui¢do em seu
comprimento. Nesse estagio o comprimento do corpo ¢é aproximadamente metade do
comprimento da cauda.

Estagio 42A4: Esse estagio € onde ocorre a mudanca do modo de locomogdo. Nesse
estagio os dois membros anteriores se encontram fora das cAdmaras branquiais e o aparato oral
caracteristico dos estagios anteriores ainda ndo se modificou, mas pode possuir sinais de
apoptose nas fileiras de denticulos do labio superior. Outras mudancas notaveis sdo
relacionadas ao formato do corpo, sendo o disco abdominal remodelado ao novo formato
corporal (mais alongado e com maior diferenca entre a cabega e o tronco) ¢ a cauda tendo
iniciado um processo de regressdo da extremidade posterior. Aqui o comprimento do corpo €
aproximadamente trés quartos o da cauda.

Estagio 42B: Nesse estagio a transi¢ao para o modo de locomogao tetrapode dos anuros
estd completo. Nele ocorre o inicio da metamorfose externa da boca, com as partes
queratinizadas pigmentadas e o labio inferior ndo estando mais presentes. O abdomen se torna
menos transparente (o musculo reto abdominal esta diferenciado e recobre os 6rgdos internos).
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A diminui¢cdo do comprimento da cauda ¢ mais significativa; sendo este, aproximadamente
quatro quintos do comprimento do corpo.

Estagio 43: Nesse estagio o disco oral ndo estd mais presente ¢ a abertura da boca,
posteriormente, se estende até o nivel entre as narinas e os olhos, em vista lateral. A cauda esta
bem mais curta, sendo o comprimento da cauda aproximadamente dois tercos o do corpo.

Estagio 44: Nesse estagio a abertura da boca, posteriormente, se estende até a regido
abaixo dos olhos em vista lateral. O comprimento da cauda ¢ de aproximadamente dois quintos
o do corpo.

Estagio 45: Nesse estagio a abertura da boca ultrapassa posteriormente a posicao dos
olhos, em vista lateral. O comprimento da cauda ¢ de aproximadamente um quinto o do corpo.

Estagio 46: Esse estagio indica o fim do processo de metamorfose. Ndo se observa mais
a cauda, e o menisco nos olhos também desapareceu. O padrdo de coloracdo se torna mais
parecido com o caracteristico dos juvenis e adultos da espécie. As marcas de glandulas
granulares nas laterais da por¢@o posterior do corpo sdo mais evidentes.

Tabela 5. Tabela dos Estagios Metamorficos (Fase IV) para Thoropa miliaris.

Estagios
Fase Estagio Carater Diagnéstico equivalentes de
Gosner (1960)
41A Membros anteriores formados dentro da cavidade branquial 41
Cotovelos forgando as laterais do corpo* 41
Protrusdo de apenas um dos membros anteriores* 41-42
41B Regressio total da saia
Comprimento do corpo aproximadamente 1/2 o da cauda
A Dois membros fora das camaras branquiais* 42
Comprimento do corpo ¢ aproximadamente 3/4 da cauda
4B Metamorfose do aparato oral* 42
Comprimento da cauda aproximadamente 4/5 o do corpo
Abertura da boca se estende até o nivel entre as narinas e os 43
1w
43 olhos*
Comprimento da cauda aproximadamente 2/3 o do corpo
44 Extensdo da boca cobre até a regido abaixo dos olhos* 44
Comprimento da cauda aproximadamente 2/5 o do corpo
Extensdo da boca ultrapassa posteriormente a posicao dos 45
45 olhos*
Comprimento da cauda aproximadamente 1/5 o do corpo
Regressdo completa da cauda* 46
46 Regressdo completa (ou quase) do menisco
Glandulas evidentes nas laterais da por¢ao posterior do corpo
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Figura 6. Tabela dos Estagios Metamorficos (Fase IV) para Thoropa miliaris. ac: abertura cloacal; jb: janela
braquial: sc: saia cloacal. (Escala = Imm).




4 DISCUSSAO

Embora diversos aspectos da histdria natural das espécies de Thoropa sejam conhecidos
para algumas das espécies (Lutz 1947, Heyer e Crombie 1979, Caramaschi e Sazima 1984,
Cocroft e Heyer, 1988, Heyer ef al., 1990), em geral, se tem assumido que sejam comuns para
todas as espécies. O que € possivel afirmar, que € comum, com base em observagoes, ¢ que 0
girino de todas as espécies vive em filmes de agua em afloramentos rochosos proximos ou nao
de rios e riachos na mata atlantica e cerrado (Bokermann, 1965; Caramaschi ¢ Sazima, 1984
Lutz, 1947). Além do que ¢ reportado nas descrigdes das espécies, dados de biologia adicionais
sdo em geral associados a espécie de Ubatuba, Sdo Paulo, 7. taophora (Consolmagno et al.,
2016; Giaretta e Facure, 2004), que durante grande parte do século XX esteve na sinonimia de
T. miliaris (Feio et al., 2006). Até mesmo o girino de 7. miliaris, ainda ndo foi formalmente
descrito. Os poucos dados para 7. miliaris aparecem em Barth (1956) e Lutz (1947, 1954).

O que em parte esse trabalho ajudou a confirmar ¢ que, semelhante a 7. taophora
(Giaretta e Facure, 2004), T. miliaris também desova e tem o desenvolvimento das larvas em
afloramentos rochosos banhados por filmes de dgua. Nossas observagdes também indicam que
o padrdo de desova e cuidado parental sdo semelhantes ao observado para 7. taophora
(Consolmagno et al., 2016). Os girinos de 7. miliaris ¢ T. taophora também sdo bastante
semelhantes em sua morfologia (e.g. Disco abdominal pouco pronunciado; Padrdo de
coloracdo; Nadadeiras mais modificadas), mesmo comparados com outros girinos do género
(Bokermann, 1965; Caramaschi e Sazima, 1984).

As observagdes aqui apresentadas para o desenvolvimento dos embrides e girinos de 7.
miliaris sdo novidades e como descricdes de observagdes semelhantes, que permitam
comparagdes com outros taxons entre os ciclorranfideos sdo inexistentes, as comparagdes aqui
sdo feitas principalmente com taxons considerados mais distantes filogeneticamente, com
girinos aquaticos tipicos. Quando comparado a girinos exotroficos considerados mais tipicos
(e.g Leptodactylus latrans, Boana faber, etc.), de pogas ou riachos, o desenvolvimento de 7.
miliaris apresenta uma série alteracdes em sua trajetoria ontogenética (Heterocronias) que
merecem destaque. O primeiro grande conjunto de alteragdes ontogenéticas ocorre antes da
eclosdo e parece estar diretamente relacionado a formacdo de estruturas importantes para o
desenvolvimento intracapsular (dentro do ovo) prolongado e ao aparecimento, no girino, de
estruturas que permitam sobreviver e explorar habitat de seu desenvolvimento. O segundo
conjunto de alteracdes esta ligado a estruturas, comuns durante o desenvolvimento embrionario
e/ou larval em diversos girinos exotroficos, que ndo foram observados em nenhum estagio de
desenvolvimento nos embrides ou larvas de 7. miliaris. O terceiro e ultimo conjunto de
mudangas, estdo relacionadas as alteragdes durante o climax da metamorfose. Estas parecem
estar intimamente ligadas a mudanga no modo de locomogdo do girino semiterrestre para a
tetrapode terrestre. Na discussdo a seguir abordarei, primeiro, um conjunto de caracteristicas
seguindo a sequéncia acima apresentada (Pré-eclosdo, estruturas ausentes e estruturas cujo
desenvolvimento esté relacionado ao climax da metamorfose) e depois apresentarei as possiveis
implicagdes dessas alteragdes para os diferentes momentos da ontogenia e na ecomorfologia da
espécie.
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4.1 O Desenvolvimento de algumas estruturas pré-eclosao em Thoropa miliaris
4.1.1 Branquias externas

A maioria das espécies de anfibios anuros possui, ao longo da sua historia de vida,
diferentes mecanismos respiratorios (alguns simultaneamente funcionais) e a contribuicao de
cada um dos quatro tipos de mecanismos (Brinquias externas e internas, pele e pulmdes)
dependem da morfologia mais fina dessas estruturas, fase do desenvolvimento, habitat e
variaveis ambientais associadas ao habitat onde organismo vive na fase particular do seu
desenvolvimento (Duellman e Trueb, 1986). As branquias externas (BE) estdo presentes na
maioria dos girinos conhecidos, mesmo que por um curto periodo, durante as fases iniciais do
desenvolvimento. As diferencas observadas na morfologia e no desenvolvimento destas
estruturas, parecem estar associadas a ecologia das espécies e, ultimamente, historia evolutiva
das espécies em questdo (McDiarmid e Altig, 1999). De forma geral, as branquias externas
aparecem como uma protuberdncia mais ou menos triangular em cada lado do corpo do
embrido, posterior a cabega e entre esta ¢ o corpo do embrido, em torno do estagio G18. Em
varias espécies de anuros, as BE apresentam seu maior comprimento entre os estagios G21-22.
Entre os estagios G23-25 inicia-se um processo de degeneragdo das BE, e o auge deste processo
ocorre associado a fusdo do opérculo ao abdomen. No estagio G25 as branquias externas nao
sdo mais observadas (Nokhbatolfoghahai ¢ Downie, 2008).

As BE nos girinos de T. miliaris estdo presentes apenas nos estagios que compreendem
o desenvolvimento embrionario tardio (Pré-eclosdo). Os brotos branquiais surgem no estagio
G19. Nos estagios G20-23A ocorre o crescimento ¢ ramificagdo do sistema de branquias
externas (8-11 sub-ramos de um principal e 4-6 de outro), com indica¢des do inicio da
circulagdo (observado em um embrido ainda vivo). No estigio G23B o opérculo (que
posteriormente € livre) ja recobre a base das branquias externas. Nos estagios subsequentes
G24A-25, ocorre o processo de fechamento do opérculo, seguido da formacao do espiraculo no
estagio G26.

Dois fatores podem estar associados ao ritmo de desenvolvimento das branquias
externas em T. miliaris: tempo relativo de permanéncia nos embrides, que por sua vez pode
estar associado ao ambiente de incubacdo. O grau de desenvolvimento e tempo de permanéncia
dessas estruturas parece estar associado a quantidade limitada de oxigénio para os embrides
(Nokhbatolfoghahai e Downie, 2008). Outras espécies que depositam seus ovos fora d’agua
que tem embrides que permanecem nos ovos por mais tempo (e.g. em Phyllomedusidae) sao
semelhantes quanto a esse atributo e seu desenvolvimento. E mesmo em formas livre nadantes
mais tipicas, que se utilizam de ambientes com restricdo de oxigénio, como € o caso do hilideo
Phytotriades auratus em tanques de bromélias (Kenny, 1969). Esses dois exemplos apresentam
branquias externas bem desenvolvidas e eclosdo tardia — (G23-24 (Nokhbatolfoghahai e
Downie, 2008). Somado a isso, experimentos realizados com embrides de Agalychnis
callidryas, demonstraram que as branquias externas apresentam plasticidade em seu
desenvolvimento como resposta a quantidade de oxigénio disponivel no lugar onde o ovo ¢
depositado. Os embrides, ainda no ovo, movem-se no interior do ovo, orientando-se para
posicdes onde as branquias estejam orientadas, no ovo, onde o fluxo de oxigénio ¢ maior
(Warkentin, 2000, 2007).

O ambiente onde os ovos ¢ os girinos de 7. miliaris (das outras espécies de Thoropa ¢ a
maior parte das espécies de Cycloramphus) se desenvolvem nédo é compartilhado por quaisquer
outras espécies de anfibios anuros de outras familias na regido Neotropical. Embora estudos de
temperatura e oxigénio dissolvido na dgua nesses habitats sejam praticamente inexistentes, um
estudo, com 7. miliaris, no Rio de Janeiro (Rocha et al., 2002) indica que a temperatura do
filme de agua nas rochas ¢ significativamente mais elevada que a da agua de riachos proximos.
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Como temperatura e oxigénio dissolvido sdo negativamente correlacionados, as condigdes de
vida para organismos aquaticos nesses habitats devem ser bastante distintas daquelas em
riachos.

Os girinos de 7. miliaris apresentam sequéncia de desenvolvimento branquial
semelhantes ao observado para a maioria dos grupos estudados, e possuem branquias externas
bem desenvolvidas e eclosdo tardia (G27), o que é semelhante ao descrito para outras espécies
de reprodugdo especializada em ambientes de baixa oxigenacao (Nokhbatolfoghahai e Downie,
2008). E possivel que em Thoropa e nas espécies de Cycloramphus que vivem em ambientes
similares, a morfologia e o tempo relativo de permanéncia das branquias externas representem
adaptacdes que aumentem a chance de sobrevivéncia nessas condigdes.

4.1.2 Aparato Oral

Algumas estruturas do aparato oral dos girinos dos anuros, com labio expandido, bico
corneo e denticulos em fileiras de nimeros variaveis, representa claramente um sinapomorfia
para Anura (Haas, 2003). Este conjunto morfologico da parte oral externa foi interpretado por
Orton (1953) como uma Unica estrutura complexa, cuja evolugdo deu origem a quatro grupos
morfoldgico de anuros (Tipo I, I, II, IV). Sua interpretagdo, com algumas mudangas (Starrett,
1973), ainda ¢ utilizada para estudos que abordam diversificagdo das formas girinos (Roelants
et al., 2011). Mais recentemente, a estrutura do disco oral foi utilizada por Altig e Johnston
(1989; ver também Duellman e Trueb, 1986) no reconhecimento de guildas ecomorfologicas
para espécies de desenvolvimento endotrofico ou com larvas exotroficas. O disco oral ¢é
constituido de partes queratinizadas incluindo as por¢des superior e inferior do bico corneo e
fileiras de denticulos dispostas nos labios superior e inferior, que se apoiam sobre cumes labiais.
A configuragdo mais comum 2/3, eventualmente com a presenga de interrupgdes mediais nas
fileiras. Em girinos de algumas familias as partes queratinizadas podem estar ausentes
(Microhylidae, Pipidae, rhinophrynidae e outras espécies com desenvolvimento endotrofico).
A organizagdo das estruturas do disco oral de girinos possui forma unica e sdo usadas como
caracteristicas diagnosticas para a identificacdo dos girinos (Altig, 2007, McDiarmid e Altig,
1999).

Embora ainda existam poucos estudos que trataram da sequéncia de eventos associados
ao desenvolvimento das estruturas orais em larvas de anuros, assume-se que as sequéncias
sejam semelhantes em taxons distintos (Thibaudeau e Altig, 1988). Em geral, o inicio da
formag@o da boca ocorre entre os estagios G17-21. A formacao do disco oral ocorre nos estagios
21-25. A formagdo dos cumes labiais ocorre na sequéncia: (AR-1 + PR-2), PR-1, AR-2, PR-3
e serracdes na bainha mandibular e maxilar a partir do estagio G23. A queratinizacdo dos
denticulos comeca no estagio G25 na ordem (A-1+ P-2), P-1, A-2, P-3 (essa ultima queratiniza
apenas quando o processo nas outras esta completo).

O disco oral nos girinos de 7. miliaris, apesar de apresentar tracos comuns ao
desenvolvimento relatado na literatura para os girinos livre nadantes (ver Thibaudeau e Altig,
1988), apresentam mudancgas heterocronicas consideraveis. A primeira diferencga relaciona-se
ao inicio precoce (aceleragdo) do processo de queratinizacdo do bico corneo e dos denticulos e
a segunda na mudanga na sequéncia de adicdo das fileiras de denticulos. Tais alteragdes, na
sequéncia e momento de formacgdo das estruturas, aparentemente ndo resultam em grandes
diferengas na forma final do disco oral dos girinos de 7. miliaris em relagdo a girinos de
Neobatrachia tipicos (Ver Duellman e Trueb, 1986). Porém essas pequenas alteragcdes no ritmo
do desenvolvimento das partes orais, podem estar associados a adaptagdes dessas larvas ao
ambiente onde vivem. Os girinos de 7. miliaris parecem utilizar o bico corneo para se
ancorarem e para movimentacdo na rocha (Barth, 1956; Bokermann, 1965). A eclosdo dos
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girinos ja com essas pecas bucais funcionais — que representa aceleracdo no desenvolvimento
— pode significar uma adaptagdo para manutengdo desses girinos em ambiente tdo inclinado e
sujeito a enxurradas com as chuvas mais intensas.

4.1.3 Nadadeiras caudais

Barth (1956) relatou que as nadadeiras dorsal e ventral estdo ausentes nos girinos de 7.
miliaris e que a por¢ao ventral da cauda possui o que ele chamou de bordo saliente longitudinal.
Adicionalmente Barth interpretou essa estrutura como flexivel que se ajusta a superficie rochosa
e auxilia o girino em sua locomogdo e que esta seria homologa (uma versao transformada) a
nadadeira ventral dos outros girinos.

O desenvolvimento das nadadeiras em 7. miliaris também apresenta diferencas quando
comparado ao das nadadeiras de girinos livre nadantes (McDiarmid e Altig, 1999). O inicio da
formac@o da cauda dos girinos de 7. miliaris ocorre no estagio G17, sob a forma de um broto e
sofre um significativo alongamento a partir do estagio G19. As nadadeiras, dorsal e ventral,
aparecem, simultaneamente, no estagio G20 e estdo bastante pronunciadas no estagio G23A-
23B. A partir do estagio G24A a nadadeira ventral comega a sofrer alteragdes na forma e no
estagio G24B a dorsal desaparece. No estagio G27 (estagio de eclosdo) a nadadeira ventral esta
completamente modificada — sua forma ¢ a de uma estrutura dobrada lateralmente, em porcdes
iguais, sobre o seu eixo vertical.

E curioso que um girino ndo nadante apresente, nos estdgios iniciais de seu
desenvolvimento, nadadeiras relativamente bem desenvolvidas. Algumas observacdes de
embrides vivos, neste estagio, ainda no ovo, sugerem que as nadadeiras posam ser utilizadas
para locomocao dentro do ovo — os embrides mudam de posicdo com movimentos rapidos da
cauda. A mudanca de forma que ocorre na nadadeira ventral parece estar associada a protecdo
da musculatura caudal contra o atrito nas rochas, conforme sugerido por Barth (1956). Dois
mecanismos, distintos, discutidos por teéricos do estudo do desenvolvimento, podem estar
relacionados ao desenvolvimento da cauda em 7. miliaris. O primeiro relacionado da aceleragio
do desenvolvimento relativo a reabsor¢ao da nadadeira dorsal, que ocorre nas espécies nadantes
durante o climax da metamorfose. O segundo associado a mudanca no padrio espacial de uma
estrutura, a heterotipia — ou neoformagdo — (Fabrezi ef al., 2014) ligado a mudancgas na forma
da nadadeira ventral.

4.2 Desenvolvimento durante o climax da metamorfose em Thoropa miliaris

Na maioria espécies nadantes conhecidas a formagdo dos membros anteriores ocorre
dentro da cAmara branquial e a protrusdo dos mesmos ocorre associada (ou concomitante) com
a regressao das partes do disco oral (ver Gosner, 1960 e Nodzenski e Inger, 1990). Em T.
miliaris esse acoplamento, ou sincronicidade, entre o desaparecimento da boca do girino e a
emergéncia dos bragos nao se observa. Os membros anteriores € a boca da larva coexistem por
algum tempo. Varios exemplares na amostra tinham os membros anteriores expostos e boca
larval. Mais uma vez, essas mudangas que tanto aceleragdo na emergéncia das patas, como
desaceleragdo na regressdo das pegas bucais larvais, parecem estar associadas a vida no
ambiente de filme d’agua em afloramentos rochosos conforme sugerido por Barth (1956) e
Bokermann (1965) e semelhante ao descrito por Nodzenski e Inger (1990) para girinos de
cachoeira de Bornéu.
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4.3 A presenca e ontogenia do menisco nas larvas de Thoropa, seu desenvolvimento e
implicacgdes filogenéticas para Cycloramphidae

Miranda-Ribeiro (1920) foi o primeiro a reportar a presenga de uma pequena e
pigmentada projecdo dorso-medial da iris sobre a pupila nos olhos dos anuros. A estrutura,
referida como menisco, foi descrita baseada em observagdes de espécimes adultos de
Cycloramphus (entdo [liodiscus). Mais tarde, a estrutura foi documentada em outras espécies
da familia Cycloramphidae (Lutz, 1929, 1943, 1944, 1954; Heyer, 1983; Lima et al., 2010;
Silva & Overnay, 2012).

Em T. miliaris, o menisco se forma ainda no ovo (G23B), tendo seu formato ¢ tamanho
caracteristicos ja na eclosdo. Durante o desenvolvimento dos girinos, ¢ notavel que o menisco
regride e ndo ¢ visivel macroscopicamente apos a metamorfose. O menisco foi observado nas
larvas de Cycloramphus e Zachaenus (Lima et al., 2010; Lutz, 1943, 1954; da Silva e Ouvernay,
2012). Em um estudo que se encontra em vias de publicacdo, dissecgdes mostraram que
estrutura larval em Cycloramphus lithomimeticus é semelhante a estrutura do adulto. Enquanto
em Thoropa o menisco desaparece durante a ontogenia, aparentemente via apoptose, em
Cycloramphus e Zachaenus permanece através da vida adulta (Pedomorfose). Embora estudos
baseados em cortes histologicos ainda sejam necessarios em uma amostra maior de
representantes de outras espécies conhecidas, especula-se que o menisco esta presente em todas
as espécies de Cycloramphus e Zachaenus, ambos em larvas e adultos. Heyer (1983) sugeriu
que o menisco esta presente em todas as espécies dos géneros Cycloramphus ¢ Zachaenus e,
portanto, representaria uma sinapomorfia entre os dois géneros. Com as informagdes sobre a
presenca e ontogenia do menisco em girinos de Thoropa, a interpretaciao pode ser expandida e
a estrutura pode representar uma sinapomorfia para a familia Cycloramphidae, mais
especificamente, seu desenvolvimento nos estagios larvais, de espécies dos trés géneros da
familia.

4.4 Estruturas comuns em girinos nadantes e ausentes em Thoropa miliaris
4.4.1 Glandulas adesivas

Simultaneamente ao desenvolvimento do disco oral e a degeneragdo das branquias
externas, em espécies com larvas exotroficas nadantes, desenvolve-se uma estrutura (ou um par
de estruturas) denominada glandula adesiva (GA). Através dessa glandula, os embrides ou
larvas produzem uma secrecdo mucosa e pegajosa, que permite que individuos recém eclodidos,
com baixa capacidade locomotora, fiquem aderidos a diversas superficies (e.g. superficie de
plantas aquaticas) até que suas fungdes motoras se desenvolvam e eles consigam nadar
ativamente (Duellman e Trueb, 1986; Nokhbatolfoghahai e Downie, 2005). Nas espécies com
larvas exotroficas nadantes a GA ja apresenta sua morfologia caracteristica nos estagios iniciais
do desenvolvimento (G13-17) ainda dentro do ovo ¢ é comumente observada nos individuos
recém-eclodidos (G17-21), sofrendo apoptose completa assim que o girino consiga nadar e se
alimentar e independente (G25-26) (Gosner, 1960; Nokhbatolfoghahai e Downie, 2005).

Duellman e Trueb (1986) generalizam que, em espécies onde os embrides apresentam
desenvolvimento intracapsular longo e eclodem em estagios mais avancados, as GA podem ser
efémeras e em espécies que apresentam desenvolvimento direto com ovos terrestres (e.g.
Brachycephaloidea) estas glandulas ndo estdo presentes. Em um estudo mais recente sobre a
morfologia dessas estruturas, Nokhbatolfoghahai ¢ Downie (2005) ndo encontraram vestigios
de GA em trés espécies das 20 examinadas (Phyllomedusa trinitatis, Eleutherodactylus urichi
e Leptodactylus fuscus), todas depositam ovos grandes com vitelo abundante, possuem
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desenvolvimento intracapsular prolongado e reproducdo e desenvolvimento em locais
especializados (e.g. folha acima da agua, desenvolvimento terrestre, ninho de espuma
respectivamente).

Nos girinos de 7. miliaris, a nivel de morfologia bruta, as GA nao foram observadas em
nenhum estagio do desenvolvimento embrionario ou larval, mesmo que de forma vestigial ou
efémera. Pelos critérios desenvolvidos por Duellman e Trueb (1986), T. miliaris também
apresenta desenvolvimento intracapsular prolongado e eclosdo tardia (G26-27), assim como as
espécies em situacao semelhante estudadas na literatura.

4.4.2 Sistema de linhas laterais

Comum entre os vertebrados aquaticos e tetrapodas basais viventes (Lissamphibia), o
sistema de linhas laterais (SLL) ¢ um sistema sensorial que estd presente nas trés ordens
viventes de anfibios. Entre os Caudata (Salamandras) e os Gymnophiona (Cecilias) ambos
sistemas, eletro- ¢ mecano-receptor, estdo presentes (com perda dos mecano-receptor em
algumas espécies de Gymnophiona). Enquanto em Anura, ndo se observa o sistema de eletro-
receptores, apenas os 0rgdos mecano-receptores, os neuromastos estdo presentes (Fritzsch et
al., 1984; Quinzio e Fabrezi, 2014). O SLL em anuros é primariamente uma caracteristica
larval, perdida complemente durante o processo de metamorfose, exceto nos pipideos viventes,
no dicroglossideo, Occidozyga laevis e no Ceratofrideo, Lepidobatrachus laevis, que retém as
estruturas (ou parte delas) nas formas adultas (McDiarmid e Altig, 1999; Fritzsch et al., 1987).
Entre os anfibios anuros com desenvolvimento direto o SLL pode estar completamente ausente,
como ocorre nas espécies do género Eleutherodactylus (Schlosser et al, 1999) e no
leiopelmatidae, Leiope/ma (Stephenson, 1951).

Através de observacdes em grandes aumentos, com lupas estereoscopicas, que nos
permite, por exemplo, observar sistemas de linhas laterais em girinos de hilideos, hilodideos e
leptodactilideos, ndo foi possivel obter qualquer indicio de que um SLL esteja presente nas
larvas de 7. miliaris. Entretanto, ¢ possivel que através de analises histologicas e de
ultraestrutura (microscopia eletronica de varredura) seja possivel determinar com mais certeza
o grau de perda do sistema. Caso se confirme que 7. miliaris ndo apresente SLL, esta condi¢do
se assemelha com a observada para espécies com desenvolvimento direto, em que o estagio
larval funcional foi completamente perdido. Mais uma vez, uma interpretagdo adaptativa teria
lugar aqui. Como o fluxo de 4gua ¢é constante, embora efémero, a leitura do ambiente por esse
sistema, poderia causar interpretagdes duvidosas para a larva e ser initil ou até mesmo
desvantajosa neste tipo de habitat.

4.5 Consideracdes ecomorfologicas

As peculiaridades morfologicas e na sequéncia de desenvolvimento observadas para 7.
miliaris podem estar associadas a processos de selecdo natural envolvendo adaptagdes que
favoreceram o estabelecimento do ancestral dos taxons que se diferenciou em Thoropa e
Cycloramphus neste ambiente de pouca agua e afloramentos rochosos muito inclinados.
Embora este estudo s6 inclua uma espécie neste complexo de espécies, as semelhangas no uso
de habitat e na morfologia das larvas (Lutz, 1954, 1947, 1948). Embora sejam larvas claramente
exotroficas, alguns detalhes no desenvolvimento de 7. miliaris e na quantidade de vitelo nos
ovos, se assemelham ao desenvolvimento intracapsular de espécies endotroficas (Thibaudeau e
Altig, 1999). A seguir apresentarei, com base nas observagdes morfologicas e ontogenéticas
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das larvas, uma analise das etapas mais importantes da historia do girino e suas possiveis
implicagdes ecomorfologicas.

4.5.1 Desenvolvimento embrionario e pré-eclosiao

De forma geral, as estruturas que se desenvolvem e sofrem regressdo durante a fase
embrionaria de T. miliaris, salvo algumas excecdes, sdo muito semelhantes as observadas para
a maioria das espécies exotroficas. Porém em 7. miliaris € possivel observar mudancas
heterocronicas na sequéncia de formagao e regressao dessas estruturas, em relacdo a sequéncia
ontogenética consideradas mais comuns ou generalizadas.

Nos girinos de T. miliaris ndo esta claro se a auséncia de glandulas adesivas e do sistema
de linhas laterais (e possivelmente das glandulas de nascimento) ¢ completa, porém, ndo foi
possivel observar estes 6rgdos com o uso de lupas estereoscopicas e isso parece ser um
indicativo de que haja ao menos uma grande reducdo nesses sistemas. A perda ou reducdo
desses oOrgaos estdo intimamente relacionadas a um longo desenvolvimento intracapsular ou
endotrofia (Duellman e Trueb, 1986; McDiarmid e Altig, 1999) e pode estar relacionada a perda
da competéncia ectodérmica em responder sinais indutivos, eliminando ou reduzindo
(dependendo do grau) a formagao de estruturas derivadas dela (Fang e Elinson, 1996; Schlosser,
2002a).

Os girinos de T. miliaris antes da eclosdo ja possuem a forma achatada, cauda longa e
olhos salientes, assim como observado para as demais espécies do género (Bokermann, 1965).
Pode-se supor que, muito além dessas generalidades morfologicas, os girinos de 7. miliaris
antes da eclosdo (em seu desenvolvimento normal) apresentam pleno desenvolvimento de todas
as caracteristicas que ja permitiria eclodir e sobreviver no ambiente de rocha nua, como disco
oral, espiraculo interno, disco abdominal e saia cloacal, menisco, modificagdo na nadadeira
ventral e auséncia da dorsal.

4.5.2 Eclosao e nascimento

Nos anfibios anuros, dois mecanismos basicos estdo associados com a eclosdo
(Duellman e Trueb, 1986). O primeiro, apenas conhecido em espécies do género
Eleutherodactylus, um dente de ovo (original egg tooth), que atua de forma mecanica, cortando
o ovo. O segundo, mais comum, as glandulas de eclosdo (original hatching gland), atuam
quimicamente, produzindo enzimas que alteram a parede das capsulas e permitem a eclosdo. O
modo de eclosdo nos anuros ¢ conhecido para poucas espécies. Nos anuros assume-se que as
formas de eclosdo parecem estar mais intimamente associadas com o modo e o sitio de
desenvolvimento, apresentando pouca relagdo com a historia filogenética (Duellman e Trueb,
1986), ou, em outras palavras, representando um grau elevado de convergéncia. Na literatura,
ha informacgdes consideraveis sobre a estrutura e funcdo das glandulas de eclosdo
(Nokhbatolfoghahai e Downie, 2007), porém poucas observagdes foram feitas para um
conjunto mais amplo de espécies no que diz respeito a diferencas no tempo e no processo de
eclosdo, bem como no comportamento do embrido pré-eclosdo (Hoff et al., 1999).

Os mecanismos envolvidos na eclosdo dos girinos de 7. miliaris ainda sdo obscuros,
mas através de observacdes de campo e laboratério algumas questdes puderam ser levantadas.
Os girinos de T. miliaris apresentam uma acelera¢do relativa na formagdo das partes
queratinizadas do disco oral, principalmente do bico corneo. E possivel que o bico corneo (e
talvez os denticulos) nos individuos pré-eclosdo atue de forma analoga ao dente de ovo,
presente nos individuos do género Eleutherodactylus. Foi observado que girinos em estagios
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mais avangados de desenvolvimento dentro do ovo (com maior grau de desenvolvimento das
partes orais) eclodiam com mais frequéncia quando a desova era perturbada. Também foi
observada uma espécie de “janela no ovo”, que se abre na camada mais externa, expondo assim
a capsula mais interna. Tal mecanismo pode ser uma especializagdo do que foi observado para
alguns bufonidedos, leptodactylideos e hylideos com ovos aquaticos, onde o surgimento de uma
fenda na camada mais externa dos ovos permite a emergéncia das camadas mais internas antes
da eclosdo propriamente dita (Duellman e Trueb, 1986). Mais observagdes do comportamento
dos embrides e estudos de ultraestrutura ainda sdo necessarias para descrever a estrutura do ovo
e determinar a presenca ou auséncia de glandulas de eclosdo nos girinos de 7. miliaris e
esclarecer como se da a eclosdo na espécie.

4.5.3 Metamorfose

Durante o climax do processo de metamorfose as espécies de anuros com trajetorias
ontogenéticas e habitats considerados generalistas, das diferentes familias, exibem associacdes
entre eventos especificos, como a emergéncia dos membros anteriores com a perda das partes
orais larvais e apoptose da cauda (Gosner, 1960; Nodzenski e Inger, 1990). Em 7. miliaris a
relacdo entre o desenvolvimento dessas estruturas sofreu um desacoplamento. Onde o disco
oral permanece, inalterado externamente, por algum “tempo” apo6s a emergéncia dos membros
anteriores, enquanto a cauda sofre uma brusca reducdo de comprimento nesse mesmo periodo.
Alteragdes semelhantes foram relatadas nas espécies com girinos habitantes de cachoeiras
pertencentes a familia Ranidae do género Amolops e a familia Bufonidae Ansonia longidigita
(Nodzenski e Inger, 1990). Nessas espécies o disco oral, denticulos e bico cérneo (e em
Amolops, também a ventosa abdominal) sdo retidas por mais tempo relativo durante o climax
da metamorfose (em relagdo a regressao da cauda e emergéncia dos bracos).

Durante o climax da metamorfose, ou seja, o intervalo entre a emergéncia dos membros
anteriores e a completa regressao da cauda, os individuos sdo mais vulneraveis a predacdo, pois
sua eficiéncia locomotora ainda ¢ reduzida (Wassersug e Sperry, 1977). A alteracdo
heterocronica associada a apoptose do disco oral em relagdo a protrusdo dos membros anteriores
nos girinos com habitos saxicolas (filme d’agua ou cachoeira) pode estar associado a um
mecanismo adaptativo que proporciona diminui¢do do risco de predagdo na fase pré-
metamorfica (ver Nodzenski e Inger, 1990).

4.6 Consideracdes sobre o desenvolvimento na familia Cycloramphidae

O exame de amostras de girinos de outras duas espécies do género Thoropa, T.
megatympanum ¢ T. taophora indica que as alteragdes no desenvolvimento, observadas em 7.
miliaris, sejam comuns também para essas espécies e possivelmente para todo o género. Nas
amostras de 7. megatympanum e T. taophora, nenhum girino em estagios abaixo do G28 e G27,
respectivamente, estava presente, indicando que a eclosdo também aconteca em estagios
avancados. Adicionalmente, na amostra de 7. megatympanum foram identificados girinos com
apenas um dos membros anteriores emergidos € em 7. taophora, com ambos, mas ainda com
disco oral presente.

Entre os ciclorranfideos, além de generalidades comportamentais, morfologicas e
reprodutivas, que permitem a identificacdo e dois grupos ecomorfologicos dentro da familia
(saxicola/exotrofico e terrestre/endotrofico), de modo geral, tanto as larvas exotréficas quanto
as endotroficas, apresentam desenvolvimento intracapsular prolongado, com eclosdo ocorrendo
em torno dos estagios G26 e G30, respectivamente (Verdade, 2005), estes mais avan¢ados
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quando comparados as espécies exotroficas nadantes (G17-21). Os registros da literatura para
os dois grupos no clado que agrupa Cycloramphus ¢ Zachaenus (Verdade, 2005) relatam os
girinos eclodem com o disco oral formado (com a féormula basica 2/3) e com cauda longa ¢
musculosa com nadadeiras vestigiais (ver Lutz, 1944).

Todas as espécies conhecidas da familia Cycloramphidae exibem, como tracos mais
marcantes de sua biologia, habitos altamente especializados de reproducao (e.g. desova em
afloramentos rochosos e terrestre) e girinos ecomorfologicamente diferenciados. Além das
generalidades ecomorfologicas mencionadas anteriormente, foi possivel observar similaridades
no desenvolvimento que nos permite especular, que essas alteragdes, tenham surgido e se fixado
em um ancestral comum durante a evolucao do grupo. Informacdes acerca do desenvolvimento
das espécies de ciclorranfideos sdo raros, porém sdo de suma importancia para a compreensao
sobre a biologia, ecologia e sistematica do grupo.

4.7 Tabelas de Desenvolvimento e Sistema de Determinacio de Estagios de
desenvolvimento de Anuros

Devido a grande diversidade e facilidade de observacdo de estruturas efémeras nos
estagios larvais, que se formam, sofrem remodelamento ou desaparecem, via apoptose, durante
o desenvolvimento pré-metamorfose dos anuros (e.g. Disco oral, branquias externas e internas,
cauda, espiraculo, estrutura dos olhos, membros anteriores e posteriores) diversos sistemas e
tabelas de desenvolvimento foram criados, em um primeiro momento, a fim de listar e
padronizar esses eventos (Fox, 1984; Just ef al., 1981). O crescente numero de trabalhos de
pesquisa nas areas experimentais ¢ no ensino de embriologia e fisiologia no fim do século XIX
até meados do XX, criaram a demanda de que se conhecesse o desenvolvimento normal
(natural) dos individuos das espécies para que eventuais anomalias fossem observadas durantes
os estudos. Embora esses sistemas funcionassem bem na classificacdo e comparagao de estagios
de girinos com o desenvolvimento chamado por alguns autores de “normal” de vida livre (Just
et al., 1981), eles nunca chegaram préximo de contemplar a diversidade de formas do grupo,
hoje com 6866 espécies (Frost 2018), mesmo para as formas mais comuns, consideradas
generalistas, com larvas livres nadantes. Por conta da diversidade de formas, em um segundo
momento, outras tabelas de desenvolvimento, representativa de formas distintas do padrio
geral, foram desenvolvidas (Townsend e Stewart, 1985; Bavay, 1993).

Das quase 7000 espécies conhecidas de anuros, para ndo mais que 50 espécies foram
desenvolvidas tabelas de estagios de desenvolvimento. Fox (1984) e Duellman e Trueb (1986)
apresentam resumos das tabelas conhecidas até entdo. Entre esses trabalhos, observou-se que
um grande numero apresentava informacdes gerais do desenvolvimento das larvas ou
contemplava apenas uma pequena fase do desenvolvimento. Um sumario das tabelas mais
consistentes encontradas ¢ apresentado no Apéndice B. Foram consideradas ‘“tabelas
consistentes” aquelas que possuiam uma descricdo de detalhes dos eventos que ocorrem em
pelo menos alguma das fases do desenvolvimento da espécie (e.g. embriondrio e/ou larval) e
um sistema de estagios proprio ou adaptado de outros trabalhos (e.g. Gosner, 1960) e que
representassem as peculiaridades do desenvolvimento das espécies estudadas. Além disso
foram coletados na literatura dados sobre o modo de desenvolvimento (e.g. exotrofico,
endotréfico com larva e endotrofico direto), sitio reprodutivo e de desenvolvimento (e.g. poga
ou tempordria, riacho, ninhos superficiais ou subterraneos, bolsa de ovos) e suas respectivas
distribui¢des. Foram encontradas tabelas de desenvolvimento construidas para 30 espécies,
representantes de 15 familias, que por sua vez sdo descrevem o desenvolvimento para espécies
que ocorrem nas diferentes regides biogeograficas do planeta.
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Ao se confrontar as informagdes contidas nas tabelas aqui comparadas e que estdo
listadas no Apéndice B, deve-se levar em conta a relagdo entre as morfologias exploradas em
cada uma delas. Algumas espécies permitem a observacdo, por transparéncia, de orgaos
internos, como os bragos, o intestino e até a musculatura abdominal (M. rectus abdominalis).
Isso aumenta o niamero de estruturas que podem ser observadas e utilizadas na construgdo das
tabelas, elevando o numero de estdgios como como ¢ o caso de Xenopus laevis (Nieuwkoop e
Faber, 1956). Além disso, existe relacao forte entre 0 modo de desenvolvimento (endotrofico e
exotrofico) e o numero de estagios determinados. Em geral, as espécies endotroficas apresentam
menos estagios (ver Townsend e Stewart, 1985; Mitchell e Swain, 1996). Entretanto, mais uma
vez, isso deve ser um reflexo da possibilidade de observa¢do de um conjunto maior de detalhes
anatomicos. Uma outra questdo envolvida no ntimero de estagios € a observacdo de outros
conjuntos de caracteres, como os de anatomia de visceras e seu desenvolvimento (Nieuwkoop
¢ Faber (1956).

Durante a analise dos girinos de 7. miliaris, foram encontrados diversos semaforontes
que ndo puderam ser incluidos em um dos estagios de desenvolvimento segundo os critérios
utilizados por Gosner (1960). Uma das razdes para isso € que os girinos de 7. miliaris
apresentam sobreposi¢do e desacoplamento de eventos de formacdo nas diferentes fases do
desenvolvimento, porém, de forma geral, foi possivel realizar aproximagdes com base nas
estruturas apresentadas pelos semaforontes. A outra razdo relaciona-se a possibilidade de
observar algumas estruturas por transparéncia, principalmente as envolvidas no
desenvolvimento dos bragos. Em espécies com pigmentagdo escura mais intensa, isso ndo ¢
possivel. A inclusdo dos semaforontes nos estagios definidos por Gosner (1960) se torna ainda
mais dificil de ser feita com espécies que apresentam desenvolvimento endotrofico (com larva
ou direto), pelo alto grau de divergéncia dos eventos durante a ontogenia (ver de Bavay, 1993).

Os estagios de desenvolvimento sdo abstracdes de formas e eventos que conseguimos
observar durante a ontogenia das espécies, portanto devemos ser cautelosos quanto a
classificagdes e comparagdes entre espécies distintas, para que elas ndo sejam apenas habitos
costumeiros ¢ sem fundamento, o que ndo quer dizer que ndo devamos faze-las. A construcao
de tabelas de desenvolvimento ¢ uma ferramenta importante, que nos permite, entre outras
coisas, compreender a sequéncia de eventos ontogenéticos e/ou realizar comparagdes entre
espécies de diferentes grupos. Além disso, como no caso de T. miliaris aqui apresentado, a
construcdo de uma tabela, permitiu o ordenamento da informagao sobre desenvolvimento e com
isso a compreensdo de que o processo de adaptagdo que envolveu mudangas na morfologia dos
ancestrais de Cycloramphidae, envolveram ndo s6 a transformacdo de algumas estruturas
transitdrias nas larvas, mas também mudancas no ritmo de desenvolvimento, ou heterocronicas,
como alguns modelos teoricos postulam, (Fabrezi, 2012; Fabrezi et al., 2014; Smith, 2001,
2002, 2003).
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APENDICES

Apéndice A. Material analisado (Girinos)
Estado: LOCALIDADE: Cole¢ao Tombo: Estagio (n)
Thoropa megatympanum

Minas Gerais: BRUMADINHO: UFMG-GIR 750: 40(1). UFMG-GIR 887: 28(1); 31(2);
33(1); 35(4); 36(1); 37(1); 38(1); 39(4); 40(3); 44(1). BUENOPOLIS: UFMG-GIR 677: 33(3);
34(6); 35(4); 36(1); 37(1). CARDEAL MOTA: UFMG-GIR 139: 29(1); 30(1); 31(5); 32(1);
33(3); 37(2); 38(3); 39(1); 40(1); CONCEICAO DO MATO DENTRO: UFMG-GIR 556:
40(1). FECHADOS: UFMG-GIR 43: 38(2); 39(1); 40(2); 41 (2). ITAMBE DO MATO
DENTRO: UFMG-GIR 8: 28(4); 35(2). RIO PARDO DE MINAS: UFMG-GIR 532: 34(1);
36(2); 37(1); 38(1); 41(4). SANTANA DO PIRAPAMA: UFMG-GIR 267: 45(4). SANTANA
DO RIACHO: UFMG-GIR 158: 28(1); 29(4); 30(3); 33(1); 34(3); 35(1); 36(3); 37(1); 39(1);
40(3); 41(5); 41(8). SAO GONCALO DO RIO PRETO: UFMG-GIR 252: 33(2); 37(2); 38(2).
DIAMANTINA: UFMG-GIR 386: 34(2); 35(1).

Thoropa miliaris

Rio de Janeiro: FLORESTA DA TIJUCA: RU-GIR 60: 28 (11); 29(5); 30(6); RU-GIR 61: 33
(1): 34(1); 35 (1) 36(4); 40(4); 41(5); 42(1); 43(1); 44(1). ILHA DA MARAMBAIA: RU-GIR
62: 27(2); 28(4); 36(3); 38(1). RU-GIR 63: 27(1); 28(8); 29(4); 34(1); 41(1). RU-GIR 64: 26(2);
27(1); 33(2). RU-GIR 65: 38(1); 41(1); 42(1); 46(2). RU-GIR 68: 28(25); 29(20); 30(15); 31(7);
32(4); 33(6); 34(5): 35(3); 36(2); 37(9); 38(10); 39(3); 40(17); 41(1); 42(12); 43(3); 44(3);
45(5); 46(8). ILHA DE JAGUANUM: RU-GIR 66: 28(1); 29(4); 302); 31(3); 33(3); 40(2).
MANGARATIBA: RU-GIR 68: 28(25); 29(20); 30(15); 31(7); 32(4); 33(6); 34(5); 35(3);
36(2); 37(9); 38(10); 39(3); 40(17); 41(1); 42(12); 43(3); 44(3); 45(5); 46(8). RU-GIR 69: 17
(1); 20 (53); 20(8); 23(33); 24(40); 25(6); 26 (10); 27 (7).

Minas Gerais: ESTRADA MG — 353 — MG RU-GIR 67: 28(5); 29(4); 302); 31(4); 32(3);
33(2); 34(1); 35(5); 36(2); 39(4); 40(3); 41(6); 42(4); 42(1); 43(1); 44(3); 45(14); 46(4).

Apéndice A. Continuagio...

Thoropa taophora

Sao Paulo: SANTO ANTONIO DO PINHAL: CFBH/29577: 42(1). UBATUBA: CFBH 9016:
34(1); 35(1); 36(5); 40(1). CFBH 9037: 31(1); 34(1); 36(1); 41(1). CFBH 9041: 33(1); 34(1);
37(1); 40(1); ZUEC-AMP 18999: 27(2); ZUEC-AMP 19000: 28(4); ZUEC-AMP 19001: 29(1);
ZUEC-AMP 19002: 30(2); ZUEC-AMP 19003: 31(1); ZUEC-AMP 19004: 34(2); ZUEC-AMP
19005: 35(2); ZUEC-AMP 19006: 36(3); ZUEC-AMP 19007:37(1); ZUEC-AMP 19008: 38(7);
ZUEC-AMP 19009: 39(5); ZUEC-AMP 19010: 40(6); ZUEC-AMP 19011: 41(4); ZUEC-AMP
19012: 42(1).
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Apéndice B. Tabela com Resumo dos trabalhos mais relevantes que trataram o desenvolvimento de anuros com tabelas de estagios pictoricas, relacionando
nimero de estagios, periodo do desenvolvimento observado e modo reprodutivo, apresentando uma sintese da diversidade de modos
reprodutivos/desenvolvimento nas diferentes familias e regides do planeta. Determinagdo dos modos reprodutivos seguiu Haddad e Prado (2005). Periodo do
desenvolvimento observado: E = Embrionario; ET= Embrionario Tardio; ED= Embrionario Desenvolvimento-Direto; L= Larval Exotréfico; LI= Larval Inicial;
LE= Larval Endotrofico.

Incilius valliceps Costa Rica, Guatemala, El Salvador e México Limbaugh e Volpe, 1957
Sclerophrys arabica Arébia Saudita, Oma e Iémen Baomar et al., 2004

Afeganistdo, Bangladesh, Butdo, india, Khan, 1969

Hoplobatrachus tigerinus Mianmar, Nepal ¢ Paquistio

Eleutherodactylus coqui Porto Rico Townsend e Stuart, 1985

Gastrotheca riobambae Andes no Equador central e norte delPino e Escobar, 1981

Dryophytes japonicus China, Japdo, Cor¢ia, Mongolia e Russia Iwasawa e Futagami, 1992
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Apéndice B. Continuagdo...

China, Tailandia, Indochina e Peninsula malaia Wang et al., 2017

Microhyla fissipes

Crinia nimbus Tasmania, Australia Mitchell & Swain, 1996

Myobatrachus gouldii 15 ED 23 Austrélia Anstis et al., 2007
Odontophrynus cordobae 46 E/L 2 Argentina Grenat et al., 2011
Pipa arrabali 11 ET/ED 16 Brasil, Guiana, Suriname ¢ Venezuela Aratijo et al., 2016
Pseudophilautus viridis 14 ED 23 Sri Lanka Babhir et al., 2005
Lithobates pipiens 25 L 1 Canada e EUA Taylor e Kollros, 1946
Odorrana tormota 32 E/L 2 China Rong-Chuan et al., 2010
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