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RESUMEN

El aparato fonador de los anuros estd compuesto por la laringe cartilaginosa y masculos asociados que
participan en la produccién del sonido abriendo o cerrando la glotis. Estas estructuras son de interés
evolutivo dado que influyen en la produccion de las vocalizaciones y por lo tanto en el éxito reproductivo
de los machos; asimismo constituyen una herramienta fundamental para la identificacién de especies,
principalmente de aquellas exo-morfolégicamente muy similares (cripticas). En este sentido, la anatomia
comparada es una herramienta fundamental para ampliar el conocimiento de la anatomia del aparato
fonador y de sus variaciones morfoldgicas, ademas de aportar caracteres con potencial implicacién
sistematica y que pueden ser evaluados en contextos filogenéticos. El objetivo de este trabajo es abordar
el estudio comparado del aparato fonador de cuatro especies de ranas neotropicales cripticas del género
Physalaemus pertenecientes a dos grupos de especies del clado Physalaemus cuvieri: el grupo de P.
biligonigerus y el grupo de P. cuvieri. Para esto, se describid la morfologia de los cartilagos laringeos y
de la musculatura asociada utilizando técnicas convencionales para estudios anatémicos, y
adicionalmente, para complementar algunas observaciones, se realizaron preparados histolégicos con
las técnicas convencionales de histologia. La morfologia de la laringe y la musculatura asociada en
términos generales, es similar al de otras especies del mismo género previamente estudiadas,
incluyendo un gran desarrollo del proceso cardiaco del cricoides que determina una estructura cerrada
con forma de caja y la presencia del misculo arylabialis, recientemente revalidado. Sin embargo, se
encontraron algunas caracteristicas morfolégicas y morfométricas que contribuyen a determinar
variaciones interespecificas respaldando la agrupacion de especies en base a caracteres morfolégicos
compartidos. Estos resultados muestran concordancia con la hipétesis filogenética actual entre los
integrantes de la subfamilia Leiuperinae, reforzando asi las relaciones de parentesco filogenético entre
los géneros Physalaemus, Engystomops y Edalorhina, y mas lejanamente con los géneros Pleurodema y
Pseudopaludicola. Los aportes de este trabajo amplian el conocimiento de la morfologia del aparato
fonador en especies cripticas de Physalaemus de la ecorregion del Chaco en Argentina, y contribuye a

su diferenciacién sobre estudios de morfologia interna.



INTRODUCCION

Una de las caracteristicas més conspicuas de los anfibios anuros es la produccion de diferentes
tipos de vocalizaciones, las cuales son utilizadas en diferentes contextos para la comunicacion
interespecifica e intraespecifica (Kdlher et al. 2017). En la mayoria de las especies, estas vocalizaciones
son producidas por el aparato fonador que involucra la laringe y una serie de musculos asociados,
ademas de las membranas vocales (= cuerdas vocales) y sacos vocales. La laringe (Fig. 1), de aspecto
globular, es variable en forma y tamafio de sus componentes, aunque las mismas estructuras basicas
estan presentes en la mayoria de las especies. Esta formada por un cartilago cricoides, en forma de
anillo, que cubre gran parte de la superficie ventral y que se conecta con el proceso posteromedial del
cartilago hioides manteniéndola asi en el piso de la boca. Adicionalmente, sostiene dos cartilagos con
forma de valvas, los aritenoides, que cubren la superficie dorsal (Trewavas, 1933; Lagorio, 2019; de La
Vega, 2021). Particularmente, la laringe de los integrantes de la subfamilia Leiuperinae (Leptodactylidae)
es ligeramente diferente a la de cualquier otro anuro, por su aspecto robusto, mas grande y cerrada
como una caja (Lagorio et al. 2019). Al mismo tiempo la laringe tiene un pasaje dorso lateral Unico (paso
dorsolateral) que posiblemente esté relacionado con sonidos complejos emitidos por este grupo (Drewry
et al. 1982; de La Vega, 2021). A estos elementos cartilaginosos se asocian cuatro pares de musculos
(m.), en el modelo clasico (m. constrictores anterior y posterior de la laringe, m. constrictor laringeo
externo y m. dilatador de la laringe) que participan en la produccion del sonido abriendo o cerrando la
glotis (Trewavas, 1933; Schmidt, 1972). Recientemente, a partir de estudios en Engystomops pustulosus,
se ha propuesto que los haces superficial y profundo del m. dilatador laringeo, constituyen dos musculos
diferentes, revaliddndose el nombre de m. arylabialis (Gaupp, 1904) para el haz més profundo (Lagorio
et al. 2019).
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Figura 1. Modelo del aparato fonador (cartilagos y musculos laringeos) en un representante de la subfamilia Leiuperinae. (A)
Musculatura laringea intacta. (B) Musculo dilatador superficial de la laringe removido para revelar al misculo dilatador profundo de
la laringe. Abreviaciones direccionales: A, anterior; L, izquierda; P, posterior; R, derecha. Abreviaciones: ArC, cartilago aritenoides;
BP, procesos bronquiales del cartilago cricoides; CLA, musculo constrictor anterior de la laringe; CLE, musculo constrictor externo
de la laringe; CLP, musculo constrictor posterior de la laringe; CrC, cartilago cricoides; DD, musculo dilatador profundo de la laringe
(m. arylabialis); DR, bastén denso (cubierto de tejido blando); FM, masa fibrosa; PMP, proceso posteromedial del cartilago hioides;
SD, musculo dilatador superficial de la laringe ( m. dilatador de la laringe propiamente dicho). (Engystomops pustulosus, extraido
de Lagorio et al. 2019).



Las estructuras del aparato fonador de los anuros manifiestan un interés evolutivo porque influyen
en la produccién del sonido y, por lo tanto, en el éxito reproductivo de los machos. Los sonidos son
producidos cuando pasa un flujo de aire desde los pulmones hacia los sacos vocales que hace vibrar el
par de membranas vocales que se encuentran en la laringe (Gridi-Papp, 2003). Este sonido se traduce
en lo que se conoce como el canto de anuncio, una herramienta para identificar a las especies de

anuros, principalmente aquellas cripticas (Hepp y Pombal, 2020).

El género Physalaemus (Leiuperinae, Leptodactylidae) incluye unas 50 especies de ranas
neotropicales, un grupo morfoldgicamente muy heterogéneo con variados patrones de coloracion y
disefios; y cuya distribucién abarca desde el norte hasta el sur de Sudamérica, al este de los Andes
(Frost, 2024). Muchas de las especies que integran este género exhiben marcadas similitudes exo-
morfologicas, al punto que s6lo pueden ser reconocidas por sus caracteristicas acusticas (Hepp y
Pombal, 2020). Debido a esto, diversos autores propusieron diferentes grupos de especies en base a
estudios morfométricos, de morfologia externa, patrones de disefio y coloracion y de caracteres
osteologicos (Nascimento et al. 2005). Estudios filogenéticos recientes incluyen caracteres moleculares,
y proponen dos clados, el clado de Physalaemus signifer que incluye a P. nattereri, al grupo de P.
deimaticus y al grupo de P. signifer; y el clado de Physalaemus cuvieri, con cinco grupos de especies,
entre ellos los grupos de P. henselii, de P. gracilii, de P. olfersii, de P. biligonigerus y de P. cuvieri,

Representantes de estos Ultimos dos grupos son considerados en este trabajo (Lourenco et al. 2015).

Entre los integrantes del grupo de P. biligonigerus se encuentran el par de especies cripticas P.
biligonigerus y P. santafecinus, dos especies simpatricas ampliamente distribuidas en la ecorregion del
Chaco. Se identifican principalmente por sus parametros acusticos, y otras diferencias como la
pigmentacién de los testiculos (oscuros en P. biligonigerus, blanquecinos en P. santafecinus) y el estilo
esternal hendido en dos mitades bilaterales en P. santafecinus y no hendido en P. biligonigerus (Barrio,
1965; 1967). Adicionalmente, estudios biométricos entre ambas especies mencionan una diferencia de
tamafio y dimorfismo sexual, sefialando que en P. santafecinus los machos son mas grandes que las

hembras, una inversion a la generalidad en los anuros (Laurent, 1969).

En el grupo de P. cuvieri se encuentran el par de especies cripticas P. albonotatus y P. cristinae,
dos especies alopatricas con caracteristicas cromosémicas y posicion filogenética compartida (Lourenco
et al. 2015; Cardozo et al. 2023). Morfolégicamente indistinguibles entre si, se diferencian en caracteres
acusticos, citogenéticos y moleculares. La distribucion de P. cristinae abarca la ecorregion del Chaco
hamedo en las provincias del nordeste argentino de Chaco, Corrientes y Santa Fe, ademas de las
ecorregiones de la Sabana mesopotamica del cono sur, Pampa huimeda y el Espinal de Argentina, y
Paraguay. Por su parte, P. albonotatus se distribuye en la ecorregion del Chaco seco, en el noroeste
argentino (Jujuy, Salta, Chaco, Formosa y Santiago del Estero) ademas de las ecorregiones de Bosque
Seco Chiquitano, Yungas Andinas del Sur, Cerrado y Pantanal de Argentina, Bolivia, Brasil y Paraguay
(Lobo0,1993; Ferrari y Vaira, 2001; Pérez Iglesias y Natale, 2013; Cardozo et al. 2023).

La anatomia de la laringe ha sido estudiada en varias especies de la subfamilia Leiuperinae. En
Engystomops pustulosus se encontré que la morfologia de la laringe esta relacionada con la variacion de
los cantos de anuncio y que existe un importante dimorfismo sexual en cuanto al tamafio de la laringe, en

el que los machos presentan laringes mas grandes (Ryan y Guerra, 2014; Guerra et al. 2014).



Especificamente, un estudio reciente en el género Physalaemus describe y compara la laringe de 10
especies del clado de P. cuvieri y contribuye a dilucidar aspectos sistematicos en el grupo de
Physalaemus olfersii y sostener la correlacion entre la diversidad de sefiales acusticas y la morfologia
vocal (de La Vega et al. 2021). Adicionalmente, una revision de las caracteristicas acusticas de 45
especies de Physalaemus en las que se analizé todo el repertorio acustico revela por primera vez la
capacidad de algunas especies del género de producir sonidos complejos relacionados con
subarmonicos que involucran una estructura compleja en el aparato fonador (Hepp y Pombal, 2020). Con
respecto a los musculos asociados, recientemente, a partir de estudios en Engystomops pustulosus, se
ha propuesto que los haces superficial y profundo del dilatador laringeo, constituyen dos musculos
diferentes (Lagorio et al. 2019). Estos haces difieren en la orientaciéon de las fibras, puntos de union, y
en la inervacion. El haz superficial coincide estrechamente con la descripcion tipica del m. dilatador de la
laringe y esta bien posicionado para abrir la glotis. Como se mencion6 previamente para el haz mas
profundo, Lagorio et al. (2019) revalida el nombre de m. arylabialis (Gaupp, 1904). Este musculo esta
unido a la masa fibrosa, una estructura laringea interna necesaria para la produccion de sonidos
complejos. Particularmente, en el caso de la inervacion, se observa que este musculo se halla inervado
exclusivamente por el nervio laringeo superior (corto), informacion que es utilizada para evaluar nuevas

evidencias de homologias entre las estructuras laringeas de anfibios y mamiferos (Lagorio et al. 2019).

Los diferentes estudios en especies de la subfamilia Leiuperinae demuestran que existe
correlacién entre la morfologia de los cartilagos y la musculatura asociada del aparato fonador con las
variaciones de las sefiales acusticas. En este sentido, es de interés ampliar el conocimiento sobre las
particularidades morfologicas del aparato fonador en especies cripticas de la ecorregién chaquefia del
nordeste y noroeste argentino, explorando potenciales variaciones en su disefio que contribuyan a
futuros estudios sisteméticos y filogenéticos a través de un estudio comparado. Este trabajo aborda el
estudio comparado del aparato fonador de dos pares de especies cripticas de ranas neotropicales del
género Physalaemus, pertenecientes a la familia Leptodactylidae, subfamilia Leiuperinae.

OBJETIVOS
Objetivo General

v' Ampliar el conocimiento de la morfologia del aparato fonador de especies de Physalaemus
pertenecientes al clado de P. cuvieri.

Objetivos Particulares

v Describir la morfologia de los musculos del aparato fonador de P. biligonigerus y P.
santafecinus (grupo de P. biligonigerus) y de P. albonotatus y P. cristinae (grupo de P. cuvieri).

v Describir la anatomia de los cartilagos laringeos de las especies previamente mencionadas.

\

Comparar la morfologia del aparato fonador entre distintas especies de Physalaemus.

v Interpretar el disefio morfolégico de las especies estudiadas en un contexto filogenético.



MATERIALES Y METODOS

Se analiz6 el aparato fonador de 26 individuos (machos adultos) de Physalaemus spp.
procedentes de diferentes localidades del nordeste y noroeste argentino, los cuales se encuentran

depositados en la Coleccion Herpetologica de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNEC).
Ejemplares analizados:

Physalaemus santafecinus (n=8): Corrientes: ltuzaingd, Isla Apipé: UNNEC 14168,14162; Capital, Campus UNNE:
UNNEC 14171; Capital, B° Yecoha: UNNEC 14142, 14143, 14144; Ejemplares empleados para histologia:
Corrientes, Capital, B° Yecoha: UNNEC 14140y 14141.

Physalaemus biligonigerus (n=6): Chaco: Comandante Fernandez, Sdenz Pefia: UNNEC 14180; General Guemes,
Fuerte Esperanza: UNNEC 14177; Salta: Capital, RN N° 51 (Km 5): UNNEC 14153, 14154; Ejemplares empleados
para histologia: Chaco: PN El Impenetrable: UNNEC 14151y 14152.

Physalaemus cristinae (n=6): Corrientes: Esquina, Paraje la Concepcion: UNNEC 14157; Capital, San Cayetano:
UNNEC 14158; Capital, B° Yecoha: UNNEC 14147, 14148, 14149; Ejemplares empleados para histologia:
Corrientes, Capital, B° Yecoha: UNNEC 14145y 14146.

Physalaemus albonotatus (n=6): Jujuy: Ledesma, PN Calilegua: UNNEC 5817, 5818; Formosa: Patifio, Estancia la
fidelidad: UNNEC 11424; Salta: Capital, RN N° 51 (km 5): UNNEC 14156; Ejemplares empleados para histologia:
Formosa: Bermejo, Fortin Soledad: UNNEC 11431. Chaco: PN El Impenetrable: UNNEC 14155.

Todas las especies estudiadas se encuentran categorizadas como especies de preocupacion
menor (LC) por la Unidon Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN 2024) y no
amenazadas (NA) de acuerdo a la Categorizacion del estado de conservacién de los anfibios de la
Republica Argentina (Vaira et al.2012).

Algunos ejemplares fueron capturados manualmente para este estudio. En este caso, fueron
eutanizados con benzocaina al 10% aplicada sobre la superficie ventral, siguiendo las normas de “The
Institutional Animal Care and Use Committee” (Silverman, 2015), fijados en formol al 10% por inyeccion
abdominal durante 24 horas y conservados en alcohol al 70%.

El aparato fonador (cartilagos y musculos laringeos) de cada individuo fue extraido mediante una
diseccion minuciosa que incluy6 incisiones en las comisuras bucales para ampliar dicha cavidad y en los
bordes ventrolaterales de la cavidad bucofaringea. El procedimiento y las observaciones posteriores se
realizaron bajo un microscopio estereoscépico binocular EZ4 (lupa), con la muestra sumergida en agua

para evitar la desecacién de los tejidos.

En primer lugar se describié la musculatura considerando su forma, sitio de origen e insercion y
ubicacién con respecto a musculos adyacentes empleando la terminologia de Trewavas (1933) y Lagorio
et al. (2019). Posteriormente, para la observacion y descripcion de los cartilagos laringeos se aplico
parcialmente la técnica de Wassersug (1976) de tincion diferencial de cartilagos (con azul de Alcian) y
hueso (con rojo de Alizarina) y posterior diafanizacion de la musculatura con una solucion con hidroxido
de potasio. Como no se necesité tefiir huesos, se omitié el paso por rojo de Alizarina. La terminologia

empleada para la descripcion de los cartilagos laringeos sigue a Trewavas (1933) y de La Vega (2021).



Con fines ilustrativos y morfométricos se tomaron fotografias con una camara Olympus SC35
montada a un microscopio estereoscopico Leica EZ4. Las imagenes fueron editadas con el programa
Paint Shop Pro 6. A partir de estas fotografias y a través del programa Image J, se obtuvieron las
siguientes medidas de acuerdo a de La Vega (2021): ancho de la laringe (AL, desde los bordes externos
de la laringe en el punto medio de su longitud) y longitud de laringe (LL, desde el extremo anterior de la
hendidura formada por los aritenoides hasta el extremo posterior de la capsula cartilaginosa,
considerando su superficie dorsal). Se calcul6 ademés la longitud relativa de la laringe (LL/LHC), ancho
relativo de la laringe (AL/LHC) y la proporcién entre el ancho y el largo (LL/AL) para lo cual se obtuvo
también la Longitud hocico-cloaca de cada individuo (LHC) usando un calibre digital 0,01 mm de

precision.

Para complementar algunas observaciones se realizaron adicionalmente preparados histologicos
siguiendo las técnicas convencionales de histologia. Para esto, las muestras utilizadas se fijaron con
solucién de Bouin y luego se conservaron en alcohol al 70%. Para la obtenciéon de los preparados
histolégicos se siguid el siguiente protocolo: A) Deshidratacion en alcoholes de graduacion creciente., B)
Aclaracion en alcohol butilico, C) Inclusion en alcohol butilico-parafina (50-50%), D) Inclusién en parafina
(100%), E) Armado del taco, F) Obtencion de secciones transversales y/o longitudinales de 3-5 pm de
grosor con micrétomo rotatorio tipo Spencer, G) Desparafinado con xilol, H) Hidratacion en
concentraciones decrecientes de alcohol y agua destilada, ) Coloracion de las secciones histologicas
con hematoxilina-eosina, J) Deshidratacibn en alcohol 96% y aclaracion en xilol, y K) Montaje
permanente con balsamo de Canada. Los preparados fueron observados y analizados utilizando un
microscopio éptico compuesto Leica DM 500.



RESULTADOS

En todas las especies la longitud de la laringe (LL) es mayor que su ancho (AL). En la Tabla 1 se
presentan las medidas obtenidas para cada variable, y las proporciones del aparato fonador en relacién

al tamafio corporal para cada una de las especies estudiadas.

Tabla 1. Resumen de mediciones para machos adultos de Physalaemus spp. Abreviaturas: AL= Ancho de la laringe, LL= Longitud
de laringe, LHC= Longitud hocico-cloaca, LL/LHC= Longitud relativa de la laringe, AL/LHC= Ancho relativo de la laringe, LL/AL=
Proporcion de la longitud y el ancho. Valores en milimetros (mm). Se informa el promedio, desvio estandar () y Minimo — M&ximo.

Especies AL (mm) LL (mm) LHC (mm) LL/LHC AL/LHC LL/AL

P.santafecinus  53+08 6,1+05 32,7+2,3 0,19+0,00 0,16+0,01 1,16 +0,07
(n=3) (4,7-6,2) (57-6,7) (31,1-35,3) (0,18-0,19) (0,15-0,17) (1,08 - 1,21)
P. biligonigerus 57 +05 6,4+09 342+25 0,19+0,03 0,16+0,00 1,13 +0,23
(n=4) (5,1-61) (56-7,7) (305-35,6) (0,15-0,21) (0,15-0,17) (0,91 - 1,40)
P. albonotatus 3,4 £0,6 43 +£1,1 28+ 23 0,15+0,03 0,12+0,03 1,32+0,49
(n=3) (2,9-41) (3,1-53) (26-30,5) (0,11-0,17) (0,10-0,15) (0,75 -1,65)
P. cristinae 32+05 41+11 224+17 0,18+0,04 0,14+0,02 1,27 +0,20
(n=3) (2,7-38) (2,9-4,8) (209 -24,3) (0,13-0,21) (0,12 -0,17) (1,07 - 1,46)

Musculos laringeos

En las especies estudiadas se identificaron cinco pares de musculos que recubren la mayor parte
de los cartilagos laringeos. A continuacién, se describen cada uno de ellos y se detallan las
caracteristicas en comun en cuanto a su morfologia externa, teniendo en cuenta su forma, sitio de origen
e insercién y ubicacion con respecto a musculos adyacentes y cuando corresponde, se remarcan las

diferencias encontradas.

Musculo arylabialis (Fig. 2A, Fig. 3). Es un musculo fibro tendinoso. Su porcion fibrosa de forma
laminar se ubica por debajo del m. dilatador de la laringe y esta cubriendo parcialmente al m. constrictor
anterior. La porcion fibrosa se origina en la superficie externa del cartilago aritenoides préximo a la barra
cartilaginosa del borde medial de dicho cartilago, se extiende a través de la articulacién entre los bordes

laterales de los aritenoides y el proceso cardiaco del cartilago cricoides.

Musculo dilatador de la laringe (Fig. 2B, Fig. 4). Es un musculo fibroso de forma laminar. Tiene una
posicién anterior y es el mas superficial de todos los musculos laringeos. Se encuentra cubriendo al m.
arylabialis, m. constrictor externo y al m. constrictor anterior. Este musculo esta dividido en dos haces
musculares: un haz anterior y un haz posterior, paralelos y con fibras convergentes entre si. Se originan
dorsalmente en el proceso postero-medial del cartilago hioides y difieren en el punto de insercién, el haz
anterior se inserta en la porcién anterior de la barra cartilaginosa extendida a lo largo del borde medial

del cartilago aritenoides, mientras que el haz posterior se inserta en la porcidn posterior de la misma.
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Musculo constrictor externo (Fig. 2B, Fig. 4). Es un musculo fibroso, fusiforme. Tiene una posicion
anterior con respecto al resto de los masculos. Se encuentra sobre el punto de origen del m. constrictor
anterior, esta cubierto por el m. dilatador de la laringe. Se origina dorsalmente en el proceso
posteromedial del cartilago hioides, inmediatamente debajo del origen del m. dilatador y se inserta
proximo a su par, sobre el borde medial del cartilago aritenoides a nivel de su vértice, en posicion
anterior a la glotis.

Musculo constrictor anterior (Fig. 2, Fig. 4). Es un musculo fibroso, acintado. Tiene una posicion
anterior y proxima con respecto al m. constrictor posterior, esta cubierto en parte por el m. arylabialis, el
m. dilatador de la laringe y ademas por el m. constrictor externo que cubre su punto de origen. Se origina
en el borde medial del proceso posteromedial del cartilago hioides y se inserta préximo a su par sobre en

el borde medial del cartilago aritenoides, posterior a la glotis.

Musculo constrictor posterior (Fig. 2, Fig. 4). Es un musculo fibro tendinoso, acintado. Tiene una
posicion posterior y préxima al m. constrictor anterior. Es un musculo extenso, envuelve a la estructura
cartilaginosa. Se origina con su estrecho y aplanado tendén muscular en el pulvinulo vocal del cartilago
aritenoides a nivel de su vértice, continuando con su porcién fibrosa a través de la cual se inserta

proximo a su par en el borde medial del cartilago aritenoides.

Diferencias interespecificas

El musculo constrictor posterior presenta notables diferencias en cuanto a su desarrollo entre
ambos grupos de especies. Como se muestra en la Figura 5A, las especies del grupo P. biligonigerus (P.
santafecinus y P. biligonigerus) presentan la porcién tendinosa reducida, se expande desde el pulvinulo
vocal hasta un corto trayecto sobre el borde ventrolateral del proceso cardiaco del cricoides, continuando
con la porcién fibrosa con desarrollo considerable sobre una parte de la superficie ventrolateral del
proceso cardiaco, alcanzando asi la superficie dorsal del cartilago aritenoides donde se inserta proximo a
su par, a nivel del borde medial. Por el contrario, como se muestra en la Figura 5B, en las especies del
grupo P. cuvieri (P. albonotatus y P. cristinae) la porcién tendinosa esta bien desarrollada, se expande
desde el pulvinulo vocal, recorre toda la superficie ventrolateral del proceso cardiaco, préximo a la
articulacién con los aritenoides y se continta con la porcion fibrosa reducida, a la superficie dorsal de los
aritenoides.
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Figura 2. Laringe diseccionada con misculos laringeos en un macho adulto de Physalaemus santafecinus. (A) El haz posterior del
musculo dilatador de la laringe del lado derecho es removido, exponiendo al muasculo arylabialis. (B) El misculo dilatador de la
laringe es removido por completo del lado derecho, exponiendo los muasculos profundos. Abreviaciones: DL, musculo dilatador de la
laringe; HA, haz anterior del m. dilatador; HP, haz posterior del m. dilatador; Ary, masculo arylabialis; CE, m. constrictor externo;
CA, m. constrictor anterior; CP, m. constrictor posterior; Ar, cartilago aritenoides; BC, barra cartilaginosa; CCr, cartilago cricoides;
PPM, proceso posteromedial del cartilago hioides. Escala: 2 mm.

Figura 3. Corte transversal del aparato fonador de (A) Physalaemus santafecinus (grupo P. biligonigerus); (é) Physalaemus
cristinae (grupo P. cuvieri). Abreviaciones: T, porcién tendinosa del m. arylabialis (?); MF, masa fibrosa; MV; membrana vocal; Ar,

cartilago aritenoides; CCr, cartilago cricoides; PPM, proceso posteromedial del cartilago hioides.
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2 mm

Figura 4. Comparacion de los musculos laringeos en machos adultos de Physalaemus spp. El muisculo dilatador de la laringe es
removido del lado derecho, exponiendo los musculos profundos. (A) P. santafecinus; (B) P. biligonigerus; (C) P. albonotatus; (D) P.
cristinae. Abreviaciones: DL, misculo dilatador de la laringe; CE, m. constrictor externo; CA, m. constrictor anterior; CP, m.

constrictor posterior; BC, barra cartilaginosa; G, glotis; PPM, proceso posteromedial del cartilago hioides. Escala: 2 mm
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Figura 5. Detalle del musculo constrictor posterior en (A) Physalaemus santafecinus (Gpo. P. biligonigerus), (B) Physalaemus
albonotatus (Gpo. P. cuvieri). Abreviaciones: PF, porcion fibrosa del m. constrictor posterior; PT, porcion tendinosa del m.

constrictor posterior; PrC, proceso cardiaco del cartilago cricoideo; Ar, cartilago aritenoides.

Cartilagos laringeos

En las especies estudiadas los cartilagos laringeos conforman una estructura globular, formada
dorsalmente por el par de cartilagos aritenoides, posterior y ventralmente por el cartilago cricoides, que
por sus caracteristicas conforman una estructura cerrada en forma de caja. Entre ambos aritenoides, en
la parte anteromedial queda delimitada la glotis, una hendidura medial vertical. A continuacion, se
describen y se detallan las caracteristicas morfoldgicas externas en comun y cuando corresponde, se

remarcan las diferencias encontradas.

Aritenoides. En vista dorsal (Fig. 6 A-D, Fig. 7 A-D) cada cartilago tiene forma triangular, una base
en posicién posterior y un vértice en posicién anterior en relacién a toda la laringe. El borde posterior
(base) articula con el cartilago cricoides, a través de los procesos articulares del cricoides. El borde
medial articula con su par y delimita la glotis en posicién anterior. En vista lateral (Fig. 6 B-E, Fig. 7 B-E)
tiene forma de valvas. Dorsalmente, cada cartilago presenta una superficie externa convexa, en la cual
se diferencia una regién anterior con una suave depresion sobre la cual se asienta el m. arylabialis y
dilatador de la laringe, una region posterior mas elevada, donde se asientan los m. constrictores anterior
y posterior. Una superficie interna céncava, que forma el techo y las paredes de la cavidad laringea,
donde se encuentra y se desarrolla la membrana vocal, que se origina en el borde posterior de los
aritenoides y se continda en direccion oblicua en sentido postero-anterior hacia el pulvinulo vocal de los
aritenoides donde se inserta. El borde ventrolateral del aritenoides articula a lo largo de toda su
extension con el borde lateral del proceso cardiaco del cartilago cricoides y tal asociacion conforma una

estructura cerrada en forma de caja. Ventralmente (Fig. 6 C-F, Fig. 7 C-F) se observa a los aritenoides
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como una estrecha franja en la parte mas anterior de la laringe, debido al gran desarrollo del proceso
cardiaco del cricoides. Ademas a partir del vértice se desarrolla y se extiende hacia el seno cricoideo, el

pulvinulo vocal, un pequefio capuchdn que presta insercién a la membrana vocal.

Cricoides. Tiene forma de anillo (Fig. 6 A-D, Fig. 7 A-D), mientras que ventralmente tiene el
aspecto de una placa, debido al gran desarrollo del proceso cardiaco. Dorsalmente, a nivel de la parte
media del anillo se observa el proceso faringeo con variaciones en cuanto a su desarrollo en las distintas
especies. Lateralmente estdn presentes los procesos articulares bien pronunciados en todas las
especies, articulando con el borde posterior de los cartilagos aritenoides, a la vez que delimitan una
escotadura en forma de "U". Los extremos laterales del anillo se reducen y se contintan con el ligamento
hiocricoideo que se une al proceso posteromedial del cartilago hioides para sostener la laringe en el piso
de la boca. En vista lateral (Fig. 6 B-E, Fig. 7 B-E), los bordes del seno cricoides forman una proyeccion
conocida como pico, que sobresale ventralmente y tiene una posicion anterior en todas las especies aqui
tratadas. Ventralmente (Fig. 6 C-F, Fig. 7 C-F), el proceso cardiaco esta bien desarrollado y expandido
hacia adelante en forma de placa. Este proceso en el borde anterior, presenta una escotadura medial, el
seno cricoideo, con variaciones en cuanto a la forma del borde posterior, continuando con el espacio
entre los vértices de los cartilagos aritenoides. Del extremo posteroventral del cricoides se extienden los
procesos bronquiales simples a cada lado, bien desarrollados en todas las especies, con bases anchas,
extremos aguzados y con direccion posterior, incluso se los puede visualizar desde una vista dorsal.
Delimitan la escotadura bronquial con forma de “v invertida”, haciendo referencia al angulo formado por
la conexion de sus ramas. Conforman también los pasajes dorsolaterales que permiten el flujo del aire
desde los pulmones.

Diferencias interespecificas

Las especies estudiadas presentan caracteristicas morfolégicas con diferencias entre ambos
grupos de especies (Fig. 6, 7, 8). El anillo cricoideo es mas amplio en las especies del grupo P.
biligonigerus, lo cual contrasta con un anillo mas estrecho en las especies del grupo P. cuvieri. El
proceso faringeo no se diferencia significativamente en las especies del grupo P. biligonigerus. Por otro
lado, en las especies de P. cuvieri el proceso faringeo esta bien diferenciado. El borde posterior del seno
cricoideo (Fig. 8 A-B) tiene forma rectangular en el grupo P. biligonigerus, mientras que en el grupo P.
cuvieri adquiere forma de “U” (Fig. 8 C-D). Finalmente, los procesos bronquiales con extremos curvados,
son méas anchos que largos en el grupo P. biligonigerus, mientras que en el grupo P. cuvieri los extremos

son rectos y mas largos que anchos.
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Figura 6. Laringe de un macho adulto de Physalaemus santafecinus (A) vista dorsal, (B) vista lateral, (C) vista ventral.
Physalaemus biligonigerus (D) vista dorsal, (E) vista lateral, (F) vista ventral. Abreviaciones: Ar, cartilago aritenoides; bm, borde
medial; bp, borde posterior; bvl, borde ventrolateral; CCr, cartilago cricoides; bl, borde lateral; PrA, proceso articular; PrF, proceso
faringeo; PrC, proceso cardiaco; PrB, proceso bronquial; SC, seno cricoideo; PV, pulvinulo vocal; P, pico; PPM, proceso

posteromedial del cartilago hioides; LHCr, ligamento hioicricoideo; G, glotis. Escala: 2 mm.
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Figura 7. Laringe de un macho adulto de Physalaemus albonotatus (A) vista dorsal, (B) vista lateral; (C) vista ventral. Physalaemus
cristinae (D) vista dorsal, (E) vista lateral; (F) vista ventral. Abreviaciones: Ar, cartilago aritenoides; bm, borde medial; bp, borde
posterior; bvl, borde ventrolateral; CCr, cartilago cricoides; bl, borde lateral; PrA, proceso articular; PrF, proceso faringeo; PrC,
proceso cardiaco; PrB, proceso bronquial; SC, seno cricoideo; PV, pulvinulo vocal; P, pico; PPM, proceso posteromedial del

cartilago hioides; LHCr, ligamento hioicricoideo; G, glotis. Barra de escala: 2 mm
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Figura 8. Detalle del Seno cricoideo en (A) P. santafecinus; (B) P. biligonigerus; (C) P. albonotatus; (D) P. cristinae. Abreviaciones:

Ar,cartilago aritenoides; PV, pulvinulo vocal; SC, seno cricoideo; PrC, proceso cardiaco.
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DISCUSION

La subfamilia Leiuperinae incluye los géneros: Pseudopaludicola (Pleurodema ((Engystomops +
Edalorhina) Physalaemus)) (Lourenco et al. 2015). Los resultados de este trabajo representan el primer
aporte al conocimiento anatomico del aparato fonador de especies de Physalaemus spp. en Argentina,
particularmente de la ecorregion del Chaco. A continuacion se compara la musculatura y la morfologia
laringea entre las especies estudiadas y otras afines filogenéticamente (especialmente con
representantes de la subfamilia Leiuperinae), con el fin de discutir si estas estructuras tiene un correlato

filogenético.

Musculos laringeos. La morfologia de la musculatura laringea en P. santafecinus, P. biligonigerus
(grupo de P. biligonigerus), P. albonotatus y P. cristinae (grupo de P. cuvieri) es conservada. El m.
arylabialis fue revalidado recientemente en Engystomops pustulosus como un haz profundo, diferenciado
del haz superficial del m. dilatador de la laringe; presenta una porcion fibrosa y otra tendinosa, tiene una
disposicion y orientacién de fibras distinta al m. dilatador, esta inervado exclusivamente por el nervio
laringeo corto y ademas esta unido a la masa fibrosa interna (Lagorio et al. 2019). En las especies aqui
estudiadas la porcion fibrosa del m. arylabialis tiene su punto de origen sobre la superficie externa del
cartilago aritenoides proximo a la barra cartilaginosa de su borde medial, a diferencia de lo descrito en
Engystomops pustulosus donde su punto de origen esta en la barra cartilaginosa.

A partir de cortes histoldgicos, Lagorio et al. (2019) observaron en Engystomops pustulosus que la
porcion tendinosa del m. arylabialis estd unido a la masa fibrosa de la membrana vocal, una estructura
relacionada con la produccion de cantos de anuncio de tipo complejo. Los cortes histoldgicos realizados
para este estudio no nos permitieron confirmar esta asociacion, aunque algunos indicios parecen mostrar
cierta similitud (Fig. 3). Sin embargo, de confirmarse esta asociacién en futuros estudios, es interesante
resaltar que las especies estudiadas aqui tienen cantos de anuncio de tipo simple (Hepp y Pombal,

2020), con lo cual su relacién con los cantos complejos deberia ser reevaluado.

El m. arylabialis fue descripto por primera vez en Pelophylax lessonae (P. kl. esculentus) por
Gaupp (1904) como un deslizamiento cricoaritenoideo profundo del m. dilatador de la laringe, con
distintas inserciones, y separado fisicamente. Ademas describi6 un tendén extendido desde el m.
arylabialis hasta el frenillo labii vocalis dentro de la cavidad laringea. Mas tarde, Krause (1920) volvi6 a
observar este musculo en Pelophylax lessonae y ademéas en Rana temporaria. Trewavas (1933)
identific6 haces superficiales y profundos en mudltiples especies en el género Rana aunque se lo
consideré como una porcién del m. dilatador laringeo por falta de evidencia de separacion funcional, de

separacion fisica completa.

En Pseudopaludicola falcipes se describe el m. dilatador de la laringe como la porcion principal y
ademas la presencia de dos haces profundos unidos a un tenddn entre los m. constrictores anterior y
posterior. Un haz se extiende en abanico sobre el m. constrictor anterior y el cartilago aritenoides y el
otro haz unido con el otro extremo del m. dilatador de la laringe en la epifisis del proceso posteromedial
del cartilago hioides (Trewavas 1933). La existencia de estos haces musculares profundos sugiere la

posibilidad de la presencia del m. arylabialis o de otra estructura muscular distinta.
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La presencia de haces musculares profundos en especies de la subfamilia Leiuperinae
(Leptodactylidae) como Physalaemus spp., Engystomops pustulosus y Pseudopaludicola falcipes, y de la
familia Ranidae, indica que no es una especializacion restringida y podria estar presente en otros
géneros y familias de anuros. Esto plantea un interrogante sobre la posibilidad de que estos haces
musculares profundos sean homélogos al m. arylabialis. En este contexto, se requieren de nuevos
estudios comparativos que permitan determinar la homologia de estos haces profundos teniendo en
cuenta la direccion de las fibras musculares, dilucidar la funcién especifica y especialmente, analizar la
inervacion de los haces musculares ya que esta evidencia es clave para poder determinar musculos
diferentes. En este sentido, son necesarios estudios adicionales para examinar la inervacién de los
musculos identificados en este trabajo y obtener asi una vision mas completa de las estructuras

musculares en las especies aqui tratadas y en otras especies de anuros.

El musculo constrictor posterior en las especies analizadas muestra una posicién posterior y
proxima al m. constrictor anterior. Ademas de las variaciones en cuanto al desarrollo de sus porciones,
las especies del grupo P. cuvieri (P. albonotatus y P. cristinae) se describen con una porcion tendinosa
bien desarrollada y una porcion fibrosa menos desarrollada, diferenciandose de las especies del grupo P.
biligonigerus (P. biligonigerus y P. santafecinus) con una porciéon tendinosa menos desarrollada en
comparacién de su porcion fibrosa. El grado de desarrollo de la porcion tendinosa y fibrosa, incluso la
ausencia es variable en la subfamilia Leiuperinae. En Physalaemus nanus (grupo P. signifer del clado P.
signifer) el m. constrictor posterior carece de la porcién tendinosa (Trewavas, 1933), ademas de que
ambos musculos constrictores (anterior y posterior) se encuentran muy separados entre si. Ambas
caracteristicas difieren con las especies del grupo de P. cuvieri y del grupo de P. biligonigerus (ambas
del clado P. cuvieri), por lo que estas diferencias en la porcién tendinosa y la distancia entre los m.
constrictores pueden contribuir a caracterizar los diferentes clados y grupos de especies y ser utilizados

en la discriminacion de especies.

Diferentes grados de desarrollo pueden observarse también cuando se comparan machos y
hembras de la misma especie, como es el caso de P. cuvieri (Trewavas, 1933). En individuos machos de
P. cuvieri (grupo P. cuvieri) la porcién tendinosa esta bien desarrollada con respecto a la porcion fibrosa,
cubriendo todo el borde anterior (cardiaco) del proceso cardiaco del cartilago cricoides (Trewavas, 1933,
este estudio), mientras que en individuos hembras la porcién tendinosa esta reducida. Las variaciones
entre sexo sugiere una funcion relacionada a la produccion del sonido, caracteristica de los machos y por

lo tanto un caracter de dimorfismo sexual.

Cartilagos laringeos. En las especies estudiadas, la laringe es proporcionalmente méas larga que
ancha, en concordancia con los valores registrados previamente por de La Vega (2019). Para las
especies estudiadas en este trabajo, esta proporcion es mayor en las especies del grupo de P. cuvieri

gue en las del grupo de P. biligonigerus.

En cuanto a la morfologia externa de los cartilagos laringeos observada en P. santafecinus, P.
biligonigerus (grupo de P. biligonigerus), P. albonotatus y P. cristinae (grupo de P. cuvieri) esta
conservada en relacion a otros miembros de Leiuperinae. En particular, se caracteriza por el gran

desarrollo del proceso cardiaco del cartilago cricoides que forma el piso ventral de la laringe, que
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asociado a la gran extension dorsal de los cartilagos aritenoides contribuye a la configuracion cerrada de
la laringe otorgandole una forma similar a una caja. No se conoce la anatomia de los cartilagos laringeos
en individuos machos de los géneros hermanos Edalorhina y Pleurodema pero en hembras de
Edalorhina perezi y Pleurodema bibroni se registro un desarrollo moderado (Trewavas,1933). Si estas
especies presentaran dimorfismo sexual como lo observado en Physalaemus cuvieri Trewavas (1933) es
probable que los machos presenten un mayor desarrollo del proceso cardiaco. Por lo tanto la expansion
del proceso cardiaco podria ser una caracteristica compartida entre la mayoria de los géneros de
Leiuperinae, aunque con diferentes grados de desarrollo. En Pseudopaludicola falcipes la laringe
presenta significativamente un menor grado de desarrollo del proceso cardiaco del cartilago cricoides y
mantiene asi el patron anatémico general de los anuros (Trewavas, 1933). Esta modificacion anatémica
similar a una caja entre algunos géneros de la subfamilia Leiuperinae, refuerza la relacion de parentesco

filogenético entre los géneros y coinciden con la hipotesis filogenética actual. (Lourenco et al. 2015).

La laringe se encuentra sostenida al piso de la boca mediante uniones ligamentosas o
cartilaginosas con el proceso posteromedial del cartilago hioides (Trewavas, 1933). En este trabajo todas
las especies analizadas presentaron una unién ligamentosa. Para P. cristinae, Lobo (1992) describié una
union ligamentosa, pero posteriormente, Lobo (1993) y Cardozo et al. (2023), describen una union
cartilaginosa tanto para P. cristinae como para P. albonotatus. Estas diferencias podrian indicar un
posible polimorfismo en ambas especies, para confirmar esta hipétesis ser requieren estudios de
variaciones intra e interpoblacional. La unién ligamentosa observada en P. santafecinus y P. biligonigerus
coincide con lo mencionado por Lobo (1992). Este tipo de unién ha sido registrado también en P. cuvieri
(grupo P. cuvieri), P. nattereri y P. nanus del clado P. signifer (Trewavas 1933, Lobo 1992 y 1933),
Engystomops pustulosus, Edalorhina perezi y Pleurodema bibroni (Trewavas 1933). Otras especies
donde esta unién es cartilaginosas son P. fernandezae (clado P. cuvieri), P. maculiventris (clado P.
signifer) y en Pseudopaludicola falcipes (Lobo 1992, Trewavas 1933). A partir de estos resultados,
observamos que en Physalaemus la informacion que puede brindar este caracter es limitada, dado que
las uniones pueden ser ligamentosas o cartilaginosas, ademas de los estados polimérficos previamente
mencionados. En un contexto mas amplio, dentro de Leiuperinae, la unién cartilaginosa es propia solo de
algunas especies de Physalaemus y de Pseudopaludicola, un género basal dentro de Leiuperinae, con lo

cual el estado cartilaginoso parece ser la condiciéon ancestral.

Los cartilagos aritenoides aqui analizados muestran una articulacién con su par y ademas con el
cartilago cricoides en toda su extensién. Estos resultados no coinciden con lo observado en las especies
estudiadas por de La Vega (2021), quien describe que los cartilagos aritenoides estan fusionados

dorsalmente en los dos Ultimos tercios de su extensién posterior.

La parte dorsal del anillo cricoideo tiene una apariencia estrecha en P. albonotatus y P. cristinae
(grupo P cuvieri) y es amplio en P. santafecinus y P. biligonigerus (grupo P. biligonigerus). Sin embargo,
la mayoria de las especies presentan un anillo estrecho como lo descripto para P. soaresi, P. maximus,
P. feioi, P. orophilus, P. lateristriga y P. olfersii del (grupo P. olfersii), P cuvieri y P. albifrons (grupo P.
cuvieri), P. marmoratus (grupo P. biligonigerus) y P. gracilis (grupo P. gracilis) pertenecientes al clado P.
cuvieri. (de la Vega 2019). Ademas, se menciona que P. nanus (grupo P. signifer) del clado P. signifer,

Edalorhina perezi y Pseudopaludicola falcipes presentan una caracteristica similar de anillo estrecho
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(Trewavas 1933). No obstante y por el contrario se describe que sélo Pleurodema bibroni muestra un
anillo mas ancho (Trewavas 1933). Esto indicaria que no es un caracter de relevancia para distinguir
especies dentro de un grupo.

El proceso faringeo se observa mas pronunciado en las especies del grupo P. cuvieri, mientras
gue en las especies del grupo P. biligonigerus no se diferencia. No obstante en las descripciones para P.
cuvieri, P. nanus, Pleurodema bibroni y en Pseudopaludicola falcipes es pronunciado y se lo describe
como un proceso corto (Trewavas 1933). Ademas se establece una relacién notable entre el desarrollo
del proceso faringeo y las dimensiones del anillo cricoideo. Se observa que, cuando el anillo es estrecho,
el proceso faringeo es pronunciado. En contraste si el anillo es amplio, el proceso faringeo no se

diferencia.

Los procesos bronquiales en las especies estudiadas mostraron diferencias entre los grupos. En el
grupo P. biligonigerus son mas anchos que largos con extremos curvados y esta caracteristica coincide
con lo observado en P. santafecinus, P. biligonigerus y P. marmoratus perteneciente al mismo grupo (de
La Vega, 2019). En cambio en el grupo P. cuvieri los extremos son rectos y mas largos que anchos. Esta
forma coincide con lo observado para las especies de este trabajo del mismo grupo asi como en P.
cuvieri y P. albifrons, variando en estas Ultimas, el extremo redondeado o bifurcado respectivamente
(Trewavas 1933; de La Vega 2019). En otras especies de la subfamilia, este proceso adquiere diversa
morfologia como en P. gracilis (grupo P. gracilis), donde presentan terminaciones bifurcadas
semicirculares. En las especies del grupo P. olfersii varian desde procesos simples con basesanchas y
extremos aguzados a procesos amplios anchos cubriendo toda la superficie ventral de la laringe como
un solo cuerpo y con extremos anchos, condicionando asi la amplitud de la escotadura bronquial. En P.
nanus (grupo P. signifer) del clado P. signifer los procesos bronquiales son simples y rectos. En
individuos machos de Physalaemus spp. y Engystomops pustulosus se observa una morfologia simple,
menos variable (Trewavas 1933; de La Vega 2019). A diferencia de Pseudopaludicola falcipes con una
morfologia diferente, variable, con procesos largos, delgados, dando tres ramas donde se curvan sobre
la raiz del pulmén (Trewavas 1933). En hembras de Pleurodema bibroni los procesos también son
variables, robustos, con el extremo trirradiado romo y ampliamente ensanchados y por el contrario en
hembras de Edalorhina perezi son simples, delgados, uno con una rama diminuta y acompafados del

par de procesos cardiacos posteriores. (Trewavas 1933).

En la superficie ventral de la laringe, el borde posterior del seno cricoideo en las especies aqui
estudiadas presentan variaciones en cuanto a su forma. En el caso de las especies del grupo P
biligonigerus tiene forma rectangular, mientras que en las especies del grupo P. cuvieri tiene forma de
“U”. Segun este estudio indicaria que existe una forma determinada para especies de un mismo grupo.
Sin embargo en el trabajo de Lobo (1993), contrariamente a lo descripto aqui el borde posterior del seno
cricoideo en P. albonotatus es trilobulado o en forma de “W”, mientras que en P. cristinae y P. cuvieri
coincide con forma de “U”. Mas recientemente Cardozo (2023) menciona que las formas de “U” o de “W”
se observan tanto en P. albonotatus como en P. cristinae, lo cual no seria un caracter discriminante entre
ambas especies. Estas contradicciones requieren de nuevos estudios en P. albonotatus y P. cristinae

gue permitan reevaluar su morfologia y determinar si existen variaciones poblacionales.
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Por ultimo, en vista lateral se observa el borde posterior del seno cricoides como un pico con una
posicion anterior en las especies estudiadas. Esto coincide con los resultados para las especies P.
marmoratus (grupo P. biligonigerus), P. cuvieri, P. albifrons (grupo P. cuvieri), mientras que en P. gracilis
(grupo P. gracilis) el pico tiene una posicion central y en todas las especies del grupo P. olfersii una
posicion posterior (de La Vega 2019). Por lo que la posicién anterior del pico en las especies de
ambos grupos estudiados aqui, puede contribuir a caracterizar los grupos de especies y ser

utilizados paradiscriminar especies.

CONCLUSIONES

La morfologia del aparato fonador de P. santafecinus y de P. biligonigerus (del grupo de P.
biligonigerus), y de P. albonotatus y de P. cristinae (del grupo de P. cuvieri) es similar entre si y al de
otras especies de Physalaemus previamente conocidas, con lo cual puede considerarse una estructura
conservada dentro del género. Distintivamente, comparten un gran desarrollo del proceso cardiaco del
cartilago cricoides que determina que la laringe tenga la forma de caja cerrada. Ademas, los haces
superficiales y profundos del m. dilatador de la laringe son evidentes, con lo cual es probable que el haz
profundo represente al muasculo arylabialis (=haz profundo), si bien deberia ser confirmado con estudios

complementarios que analicen la inervacién.

Algunas caracteristicas como la forma, el tamafio y el desarrollo de ciertos componentes del
aparato fonador pueden contribuir a caracterizar diferentes grupos de especies y clados en el género.
Incluso a partir de comparaciones con otros géneros afines que conforman la subfamilia Leiuperinae,

evaluar su variacion en un contexto filogenético.

Al comparar géneros cercanamente emparentados se encontrd una mayor similitud entre
Physalaemus, Engystomops, Edalorhina y Pleurodema, y méas lejanamente con Pseudopaludicola, en

correspondencia con las hipétesis filogenéticas actuales dentro de la subfamilia Leiuperinae,
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