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Sinopse:

Rhinella margaritifer constitui um complexo criptico, entretanto, caracteristicas morfologicas
ndo sdo capazes de identificar as possiveis espécies dentro do grupo. A analise dos genes 128,
16S, tirosinase e rodopsina mostrou a existéncia de possiveis 13 linhagens dentro do
complexo, sendo que muitas destas ocorrem em simpatria, tem pequena distribuicdo e, muitas
vezes, sdo contiguas. Este é um estudo preliminar que gera subsidios para a descrigdo de
futuras espécies deste complexo e ajuda a estimar a diversidade da anurofauna da Amazonia
brasileira.
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RESUMO

Os sapos pertencentes ao complexo Rhinella margaritifer sdo considerados um dos mais
complexos dos anuros neotropicais. Eles possuem ampla distribuicdo, mas estudos prévios
feitos por Hass et al. (1995) e Fouquet et al. (2007) propdem que estes constituam complexos
de espécies cripticas. Aparentemente, fatores historicos favoreceram altos niveis de
diversidade criptica dentro do grupo e os métodos taxondmicos (morfologicos) utilizados até
agora ndo foram os mais apropriados para identificar estas possiveis espécies. Isto porque o
complexo ndo parece mostrar um padrao morfologico diagndstico. Assim sendo, seqiiéncias
de DNA podem ser usadas da mesma maneira que outros dados para gerar hipoteses sobre o
status e os limites de espécies. O presente estudo, portanto, teve por objetivo propor uma
hipotese filogenética que tentasse estimar quantas possiveis espécies cripticas ha dentro do
grupo na regido estudada e se eventos biogeograficos poderiam explicar estes padroes.
Analises dos genes mitocondriais 12S rRNA e 16S rRNA e dos genes nucleares tirosinase e
rodopsina mostram a existéncia de 13 linhagens dentro do complexo, sendo que muitas destas
ocorrem em simpatria, t€m pequena distribuicdo e, muitas vezes, sdo contiguas. Como as
analises filogeograficas foram feitas considerando todas as linhagens como uma tnica
espécie, os dados obtidos ndo foram tdo precisos. Entretanto, foi possivel corroborar estes
resultados com os obtidos nas andlises filogenéticas, principalmente para os genes
mitocondriais. Além disto, foi visto concordéancia espacial em alguns eventos inferidos. Tudo
isto reforca o status de unidades evolutivas significativas (ESU), ja4 que houve monofilia para
os genes mitocondriais e diferencas significativas para os genes nucleares. Contudo,
sugerimos que novos estudos que promovam outras evidéncias (ecoldgicas, fisiologicas etc)

sejam feitos para que o status de espécies destas linhagens seja mais seguramente atribuido.

Palavras-chave: Filogenia, Rhinella margaritifer, espécie criptica, filogeografia.



ABSTRACT

The toads of Rhinella margaritifer complex are one of the most chaotic of the neotropical
anurans. They are widespread, but studies of Hass et al. (1995) and Fouquet et al. (2007)
propose this toads are a species cryptic complex. Clearly, many historical factors act
generating high cryptic diversity level in this group and the taxonomic methods (morphology)
used until now were not the most appropriate to identify this possible species. Therefore DNA
sequences can be used to generate hypotheses about status and boundaries of species. The
goal of present study was to propose a phylogenetics hypothesis to estimate the number of
possible cryptic species and if biogeographic events could explain these patterns. Analyses of
the 12S rRNA and 16S rRNA of mitochondrial genome and the tyrosinase and rhodopsin
nuclear genes showed 13 lineages in the complex. Many of these are sympatric, with small
distribution and mainly contiguous. As the phylogeographic inferences were made
considering all the lineages as only one specie, the obtained data were not so concise.
However these results corroborated with those of phylogenetics analyses, mainly for the
mitochondrial genes. Moreover some spatial inferences were concordant for some events. All
this reinforce the evolutionarily significant units (ESU) status, since it had significant
monophyly for the mitochondrial genes and significant differences for the nuclear genes.
However, we suggest that new studies should be performed to promote other evidences

(ecological, physiological etc) to correctly attribute the status of species for these lineages.

Key-words.Phylogeny, Rhinella margaritifer, cryptic specie, phylogeography.
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Figura 16: Arvore filogenética de Tirosinase baseada no método da Maxima Verossimilhanga,
reconstruida com robustez de 1000 replicas ndo paramétricas de bootstrap. O modelo
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Figura 17: Arvore filogenética de Rodopsina baseada no método da Maxima
Verossimilhanga, reconstruida com robustez de 1000 replicas ndo paramétricas de bootstrap.
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Figura 18: Rede de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
parciménia, a partir das seqiiéncias do gene Rodopsina. Foram obtidas doze redes de
haplotipos. Esta rede corresponde a trés possiveis linhagens existentes dentro do complexo
margaritifer. A hierarquizagcdo completa dos clados foi omitida para melhor entendimento da
rede de haplotipos. Cada cor corresponde a um nivel de hierarquizacdo (preto = nivel 0;
vermelho = nivel I; verde = nivel II; azul = nivel III). Os nomes originais de coleta foram

mantidos e seu sindnimo na arvore filogenética se encontra no Apéndice 1 .........cccceeeuenniene 47
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Figura 19: Redes de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
parcimonia, a partir das seqiiéncias do gene Rodopsina. Foram obtidas doze redes de
haplotipos. As redes em A foram geradas por haplotipos de um mesmo individuo. Os
haplotipos em B ndo se ligaram a nenhuma rede. Os nomes originais de coleta foram

mantidos e seu sindnimo na arvore filogenética se encontra no Apéndice 1 .......... .ccoocueneene 48

Figura 20: Diferencas morfologicas entre um espécime de Autazes (AM) e da Guiana
Francesa, pertencentes ao clado 5. Ao contrario do que foi proposto por Fouquet et al.
(2007a), crestas craniais extremamente expandidas dorsolateralmente ndo parecem ser um

sinapomorfia para o grupo. Fotos: A - Daniela Leroy; B — Fouquet et al.(2007a) ................. 47

Figura 21: Mapa mostrando a distribui¢do das possiveis linhagens existentes de R.
margaritifer. Cada cor corresponde a uma linhagem encontrada no presente trabalho. Mapa
original de Marilyn J. Weitzman. Modificado por Tibério Gonzaga de
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1-INTRODUCAO

1.1 - INTRODUCAO GERAL

Florestas tropicais sdo famosas por serem 0s ecossistemas mais ricos em espécies do
planeta. As florestas tropicais estdo desaparecendo a taxas alarmantes, sendo que catalogar as
espécies que as constituem deve ser, obviamente, o primeiro passo para seu entendimento ¢
conservagdao (Gentry, 1992). Em vista disto, a Amazonia brasileira enfrenta as maiores
ameacas ¢ apresenta as maiores oportunidades dos nossos tempos para a conservagdo da
biodiversidade tropical. (Peres, 2005).

Os anfibios sdo um dos grupos mais diversos dentre os vertebrados (Smith et al.,
2008). Entretanto, sdo muito sensiveis as modificacdes no habitat, poluentes e a mudancas
climaticas globais (Phillips 1990, Alford e Richards 1999) e o grupo ¢ um dos que mais vem
sofrendo declinios, sendo muitos fatores responsaveis por isto (Storfer, 2003). Perda de
habitat, introdu¢do de espécies, super-exploragdo, mudancas climaticas globais,
contaminantes quimicos e doengas (principalmente as causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis) sao os que mais agravam a situag¢do, sendo que estes fatores podem agir
sozinhos ou sinergicamente para eliminar as popula¢des e espécies (Carey et al., 2001;
Storfer, 2003). Conseqilientemente, os efeitos destes problemas nos anfibios devem ser vistos
no contexto do amplo colapso da biodiversidade atual, sendo que, para muitos, o declinio
deste grupo servira como um modelo para entender esta crise (Carey et al., 2001; Storfer,
2003; Stuart et al., 2004).

Os anfibios neotropicais sdo conhecidos por exibir notavel estrutura filogeografica e
divergéncias genéticas profundas, sendo necessaria grande quantidade de tempo para que
diferencas fenotipicas possam evoluir (Lougheed et al., 1999; Zamudio e Savage, 2003;
Lougheed et al., 2006). As florestas da Bacia Amazonica sdo umas das mais ricas em espécies
de anuros, mas pouco se sabe sobre a diversidade genética dentro e entre as espécies desta
regido, sugerindo que a historia evolutiva deste grupo ¢ muito mais complicada do que a
imaginada quando se analisam apenas dados morfologicos (Elmer et al., 2007). Por isto, a
ndo-delimitagdo correta de espécies pode levar a interpretacdes erroneas (Sites e Marshall,
2003), dificultando a realizacdo de estratégias eficientes para a conservagao ¢ o manejo da

biodiversidade.



A ordem Anura, composta por sapos, ras € pererecas, apresenta varios problemas e
deficiéncias em sua classificagdo taxondmica. A maioria dos anuros ¢ classificada na
subordem Neobatrachia, que inclui duas linhagens principais, as superfamilias Ranoidea e
Hyloidea (ou Bufonoidea), sendo que dentro desta tltima esta a familia Bufonidae (Hedges e
Maxson, 1993; Hillis et al., 1993; Hay et al., 1995). Nesta ordem, o encontro entre 0s sexos se
da por orientacdo sonora, sendo que o canto varia entre as espécies e, dentro destas, existem
dois ou trés tipos diferentes, utilizados em diferentes situacdes. As caracteristicas do canto de
anuncio servem para identificar a espécie e o sexo do animal que o emite (Pough et al., 1998).
O canto de anuncio de uma espécie ¢ considerado um carater evolutivo conservativo e taxons
aparentados freqiientemente apresentam cantos similares (Pough et al., 1998).

A familia Bufonidae, composta por 62 espécies, conforme Frost et al. (2006), também
conhecida como a dos sapos verdadeiros, se caracteriza por uma grande glandula paratdide no
lado da cabeca e a maioria das espécies apresenta tubérculos na pele do dorso. Sdo terrestres e
insetivoras, sendo as formigas sua dieta principal. Adultos se agregam em brejos ou em
ambientes lénticos para a reproducdo. Os ovos sdo pequenos € pigmentados e a ovoposi¢ao ¢é
realizada em corddes na agua. Os girinos sdo pequenos e negros. O disco oral que margeia a
boca ¢ direcionado anteroventralmente e tem uma fila de papilas marginais lateralmente,
estando ausentes papilas dorsal e ventralmente. O nimero de dentes geralmente segue a
formula 2(1)3 (Rodriguez e Duellman,1994).

Com um papel ainda ndo esclarecido na sua fun¢do como bioindicador, Sousa e
colaboradores (2008) sugerem que, possivelmente, os anuros podem funcionar como
bioindicadores da diversidade de outros grupos da biota, inclusive de invertebrados, ou entdo
grupos diferentes da fauna podem responder de forma semelhante aos efeitos da perturbagéo e
sucessdo. Este uso como bioindicadores ¢ mais eficaz se os organismos possuem alta
distribuicdo em uma determinada area ou bioma. Como a familia Bufonidae possui a
distribuigcdo mais ampla dentre todos os anfibios e uma das maiores entre os vertebrados, além
de historias de vida variadas, os bufonideos sdo interessantes para trabalhos de biologia

evolutiva e biogeografia (Pramuk et al., 2001).

1.2 - BIOLOGIA E INCERTEZAS TAXONOMICAS E FILOGENETICAS NO
GRUPO R. margaritifer

Frost e colaboradores (2006) dividiram o género Bufo em dois, Rhinella e Chaunus. O

género Rhinella tem o nimero de espécies descritas aumentado a cada ano (Duelman e Sweet,
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1999). Este género € cosmopolita, ndo ocorrendo apenas na Antartida, Australia e em
Madagascar (Duellman e Sweet, 1999). Apesar da grande quantidade de trabalhos
envolvendo a filogenia deste género, suas relacdes sistemdticas e a taxonomia das espécies
ainda sao discordantes e pouco conclusivas (Pramuk e Kadivar, 2003).

Os sapos do complexo Rhinella margaritifer (Fitzinger, 1826), como proposto por
Frost et al. (2006), incluem os antigos grupos de espécies de Bufo typhonius ou Bufo
margaritifer, com umas das histérias taxonomica e sistematica mais complexas dos anuros
neotropicais (De La Riva et al., 2000; Caramaschi e Pombal Jr., 2006). Frost et al. (2006)
incluiram no complexo margaritifer todas as espécies anteriormente associadas a estes dois
grupos, resultando em 14 taxons. Sdo eles: R. acutirostris, R. alata, R. castaneotica, R.
dapsilis, R. hoogmoedi, R. lescurei, R. magnussoni, R. margaritifer, R. martyi, R.
proboscidea, R. roqueana, R. sclerocephala, R.scitula e Rhinella stanlaii. Em 2010, uma nova
espécie do complexo foi descrita por Avila et al., sendo sua ocorréncia no Pantanal e
denominada R. paraguayensis.

O nome vulgar para os espécimes deste grupo ¢ sapo-folha. As espécies de R. gr.
margaritifer (Laurenti, 1768) sdo sapos de tamanho médio (machos medem entre 40-67 mm e
as fémeas entre 46-76 mm), distribuidos principalmente na Amazodnia, sendo que no Brasil
apenas R. scitula é encontrada no Cerrado, ¢ R. paraguayensis, tipica do Pantanal, ndo estdo
neste bioma (Avila et al., 2010). A pele do dorso possui tubérculos e o espinho neural da
vértebra € proeminente. O ventre ¢ granular. Uma faixa diagonal de tubérculos conicos se
estende da parte de trds da cabeca até o fim do tronco. O timpano pode estar presente ou
ausente. As caracteristicas mais marcantes sdo as crestas pos-orbitais elevadas em algumas
espécies do grupo, sendo que algumas fé€meas sdo extremamente expandidas
dorsolateralmente, apesar deste ndo parecer ser o padrdo mais comumente observado na
Amazonia central. Outra caracteristica diagndstica € o nariz pontiagudo em vista dorsal. Em
vista lateral, o nariz ¢ afinalado e proeminente anteriormente. As glandulas paratoides sdo
triangulares ou subtriangulares e confluentes com as crestas craniais. O primeiro e segundo
dedos sdo iguais em tamanho e os digitos terminais sdo pequenos e arredondados. Os pés € os
dedos possuem tubérculos na margem externa. O dorso varia de uniformemente marrom
avermelhado a mais escuro, podendo apresentar manchas ou pontos enegrecidos. Ainda existe
uma variedade de polimorfismos na faixa media-dorsal, que pode apresentar coloragdo mais
clara, bege. O ventre varia de acinzentado a bege, com ou sem manchas. A iris ¢ geralmente

cor de bronze com um anel verde envolvendo a pupila (Rodriguez e Duellman, 1994;



Caramaschi e Niemeyer, 2003; Pramuk e Kadivar, 2003; Lima et al, 2007
www.globalamphians.org, A.P.L., comunicagdo pessoa)

Sdo diurnos e vivem no chido da floresta, onde sua coloragdo e seus espinhos
irregulares resultam em um grande mimetismo com as folhas caidas no ambiente, por isso o
nome popular de sapo-folha. A noite, geralmente, sobem em copas baixas (5 a 100 cm) para
dormir. A reproducdo, que ocorre de forma explosiva, também ¢ realizada a noite. (Heyer,

1976; Rodriguez e Duellman, 1994, A.P.L., comunicagio pessoal).

Figura 1: Trés diferentes morfotipos de sapos do grupo Rhinella margaritifer.
Fotos de: 1- Albertina P. Lima; 2 e 3: Retirado de Fouquet et al. (2007).

Pode ocorrer poliploidia no grupo (Hoogmoed, 1989), mas ainda nao ha nenhum

estudo publicado nesta area.

Figura 2: Casal de Rhinella gr. margaritifer num amplexo para reproducgio.
Foto: Albertina P. Lima.



E um grupo de espécies neotropicais, que ocorrem na Bacia Amazdnica (Bolivia,
Brasil, Colombia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname, Venezuela) e em
partes do Panama, vivendo do nivel do mar a até 2400m de altitude

(www.globalamphians.org).

Rhinella gr. margaritifer
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Figura 3: Mapa da distribuiciio geografica estimada de Rhinella gr. margaritifer.

Modificado de http://www.globalamphibians.org,, em 08/11/2008, as 10:30h.

Analises moleculares sdo muito Uteis em estudos de anfibios porque suas morfologias
muito conservativas oferecem, relativamente, poucos caracteres que podem ser usados para
resolver relagdes filogenéticas (Hass et al., 1995). Em particular, os estudos moleculares sao
uteis para discernir espécies morfologicamente cripticas que sdo diferenciadas geneticamente
(Donnelan e Aplin, 1989; Hedges e Thomas, 1991). Segundo Hass et al., (1995), analises
moleculares parecem ser ideais para quantificar o nivel de variagdo genética dentro do
complexo margaritifer.

Hass et al. (1995) analisaram dados imunologicos de albumina de 6 espécies ja

descritas dentro do grupo margaritifer ¢ espécies ainda nido descritas. Eles verificaram a
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ocorréncia de duas espécies com respostas imunologicas diferentes vivendo em simpatria na
Guiana Francesa, assim como espécimes de Tabatinga (AM, Brasil), os quais apresentaram
diferentes padroes imunoldgicos que puderam ser corroborados por diferentes tamanhos
corporais e cor de iris. Os dados de diversidade molecular encontrados dentro deste complexo
mostraram um enorme numero de populacdes simpatricas isoladas reprodutivamente, que ja
podem ser designadas como espécies unicas. Alguns destes dados, mas ndo todos, podem ser
corroborados por observagdes morfologicas, a maioria de populagdes com pequena
distribuigdo, sendo que este complexo inclui espécies que s@o parcialmente sobrepostas ou
alopatricas. Encontrou-se entre espécies ja descritas ¢ ainda ndo definidas taxonomicamente
divergéncias de 20 milhdes de anos, sendo que, provavelmente, o ancestral destas espécies
divergiu a 30 milhdes de anos atras no Panama. Esta divergéncia do Eoceno ¢ comparada com
a do comeco do Cenozdico, conforme dados ja encontrados para alguns anuros da América do
Sul. O trabalho de Hass et al. (1995) sugere ainda que uma filogenia mais robusta possa ser
obtida com seqiiéncias de DNA, o que foi feito por Fouquet e colaboradores em 2007,
utilizando apenas individuos da Guiana Francesa. Neste estudo foram encontradas seis
linhagens distintas que correspondem a diferentes espécies. Além disto, Fouquet et al. (2007)
verificaram que pode ter ocorrido expansao a partir de um refigio do norte do pais, o que
diferenciou as linhagens devido a reflgios isolados por areas de savana ou pela aumento do
nivel do mar.

Além das incertezas taxonomica e filogenética dentro do complexo margaritifer, sua
posigdo sistematica em relacdo aos outros bufonideos também permanece obscura. Segundo
trabalho de Chaparro et al. (2007), a topologia filogenética que inclui R. gr. margaritifer
difere da proposta por Frost et al. (2006) e concorda com a topologia proposta por Pauly et al.
(2004) e Pramuk (2006), com o grupo consistindo de apenas 10 espécie e sendo B. granulosus
grupo-irmao de R. gr. margaritifer (conforme figura 4).

Frost e colaboradores (2006) propuseram nova posicao filogenética e sistematica para
as espécies do grupo R. margaritifer utilizando caracteres morfologicas e analise de
seqiiéncias d e alguns genes, explicitando que as relagdes filogenéticas propostas por
Duellman e Schulte (1992) foi baseada apenas em similaridades, e ndo em sinapomorfias, e
que o diagnostico do grupo feito exclusivamente pelas crestas craniais precisa ser redefinido,
ja que esta ndo ¢ a regra para o grupo. Além disto, segundo estes autores, a classificagdo
reorganizando todas as espécies dentro de um Unico grupo pode minimizar o risco de erros

taxonOmicos.
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Figura 4: Esquema mostrando as diferentes posicoes taxondmicas propostas para o grupo de espécies
Rhinella margaritifer.
Modificado de Frost et al., 2006.

De La Riva et al. (2000) também constataram que Rhinella margaritifer ¢ um
complexo com diversidade subestimada. Em uma revisdo sobre anfibios bolivianos, os
autores verificaram que neste pais algumas populagdes do grupo margaritifer ainda devem ser
melhor estudadas, sendo que na area amostrada ha, pelo menos, quatro espécies distintas a
serem descritas.

Ainda ha o problema da existéncia de coloracdo criptica dentro do grupo, o que
dificulta a identificagdo das espécies. Também faltam dados na literatura sobre vocalizacdo e
morfologia de juvenis. Apenas R. proboscidea (Zimmerman e Bogart,1988), R. castaneotica
(Kohler e Lotters 1999) e R. paraguayensis (Avila et al., 2010) tiveram suas vocalizagdes
descritas, enquanto a morfologia de girinos foi descrita somente para R. margaritifer
(Duellman 1978), R. castaneotica (Caldwell 1991), R. scitula (Caramaschi ¢ Niemeyer 2003)
e R. proboscidea (Menin et al., 2006).

Muitas questdes ainda aparecem obscuras sobre o parentesco entre os bufonideos do
novo mundo. Por isto é tdo importante buscar alternativas para identificar as espécies deste

grupo. Neste sentido, as ferramentas moleculares podem ser bastante tteis.



1.3 - EXISTENCIA DE DIVERSIDADE CRiPTICA EM ANUROS

A inferéncia de relacionamento filogenético em anuros ¢ tradicionalmente baseada em
dados morfoldgicos, enquanto a utilizagdo de outros sistemas (ex.. comportamento,
cromossomico, molecular) é muito pequena (Hillis et al., 1993). Analises filogenéticas
baseadas somente em caracteristicas morfologicas podem resultar em arvores com baixa
resolucdo, refletindo a evolugdo morfologica conservativa dos anuros e a pequena quantidade
de caracteristicas com sinal filogenético (Austin et al., 2002).

Uma caracteristica dos sapos ¢ o seu complexo sistema acustico que permite a
comunicacdo, defesa de territorio, protecdo conta predadores e ainda tem funcdo de atragdo
para reprodugdo (Gerhardt e Huber, 2002). Este sistema de escolha para acasalamento, na
maioria dos sapos, ndo ¢ baseado em nenhuma caracteristica morfologica (Bickford et al.,
2006), podendo, muitas vezes, ocorrer um isolamento de populacdes com
comportamento/ecologia diferentes, resultando em posterior especiacdo. De uma forma
simploria, estas duas ou mais espécies erroneamente classificadas como uma tinica espécie ¢
dada o nome de espécies cripticas (Bickford et al., 2006).

A diversidade da anurofauna ¢é drasticamente subestimada pelos levantamentos
faunisticos baseados somente em caracteristicas morfologicas (Elmer et al., 2007). Muitas
vezes, a existéncia de espécies cripticas ¢ desconsiderada devido a algumas suposicdes feitas
erroneamente, como a inexisténcia de morfologia conservada. Na grande parte da literatura
sobre o tema, o ponto mais comum posto inequivocadamente é que estas espécies resultam de
um processo de especiacao tdo recente que as caracteristicas morfologicas, que seriam usadas
para diagnostico, ainda ndo divergiram o suficiente (Bickford et al., 2006).

O aumento do numero de trabalhos utilizando dados moleculares reforca que a
evolucdo morfologica em anfibios é geralmente criptica (ex. Elmer et al., 2007; Fouquet et
al., 2007, Elmer e Cannatella, 2008; Lotters et al., 2009; Padial ¢ De la Riva, 2009),
necessitando uma revitalizagdo na taxonomia dos anfibios. Fouquet e colaboradores (2007)
afirmam que muitos grupos de anfibios sdo morfologicamente conservados e ndo tém
caracteristicas externas capazes de ser facilmente diferenciadas e que isto, somado ao alto
grau de convergéncia, leva a inimeras interpretagdes incorretas sobre filogenias geradas por
caracteristicas morfologicas. Mas, apesar de todos estes estudos, a sistematica dos anfibios

continua mal resolvida e subestimada.



Tudo isto mostra a importancia de se delimitar precisa e corretamente as espécies, que
sdo as unidades basicas para a biogeografia, ecologia, macroevolugdo e para a conservagao.
Super e subestimar os limites das espécies podem levar a interpretagdes erroneas (Sites e
Marshall, 2003; Fouquet et al., 2007). Como em Rhinella gr. margaritifer existe diversidade
criptica, muitas vezes € preciso recorrer a outras caracteristicas para discriminar as diferentes
espécies, como canto e morfologia de girinos. Entretanto, poucas espécies possuem estas
caracteristicas estudadas, sendo preciso buscar alternativas para identificar corretamente as
espécies e/ou unidades evolutivas significativas do grupo, sendo, portanto, as ferramentas

moleculares uma 6tima opgao.

1.4 - ESTUDOS FILOGEOGRAFICOS NA AMAZONIA

A filogeografia, ou seja, a analises das relagdes entre estrutura genética populacional e
dados biogeograficos, ¢ uma ferramenta poderosa no estudo de influéncias historicas na
distribui¢@o da biodiversidade ha mais de 20 anos (Avise et al., 1987) e tem sido aplicada
para estudos em todo mundo, com os mais diferentes taxa (Avise, 2000). As andlises
filogeograficas sdo uma das melhores ferramentas para a investigacdo de aspectos historicos
da biogeografia e da estrutura genética de uma populacdo, sendo que os métodos analiticos
mais comumente utilizados sdo baseados na construcao de arvores filogenéticas ou em redes
de haplotipos. A estrutura genética €, entdo, quando possivel, interpretada cronologicamente e
plotada sobre dados geograficos, sendo que a relacdo gendtipo X distribuicdo geografica ¢
interpretada para inferir historias populacionais (Zeisset e Beebee, 2008). Entdo, o objetivo
central da filogeografia ¢ explicar padrdes da histdria populacional, considerando diferencas
regionais de latitude, topografia, correntes ocednicas, dentre outros aspectos (Hewitt, 2000).

Anfibios, geralmente, tém baixa mobilidade individual, que muitas vezes ¢
acompanhada de filopatria aos sitios natais (Beebee, 1996). Com isto, as populagdes tendem a
ser altamente estruturadas geneticamente em pequenas distdncias geograficas e retém fortes
sinais de eventos historicos que geram determinada distribui¢do de uma espécie, diferindo de
outras espécies moveis. Além disto, os anfibios sdo relativamente faceis de amostrar, quando
comparados a maioria dos mamiferos ou dos répteis que também tém baixas taxas de
mobilidade e fortes sinais filogeograficos (Zeisset ¢ Beebee, 2008). Finalmente, os anuros
possuem distribuicdo cosmopolita e sdo muito diversos, ocorrendo em todos continentes,

exceto Antartida (Duellman, 1986). As analises filogeograficas das espécies de anfibios de
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regides temperadas e tropicais tém amplo potencial de prover entendimentos sobre os
periodos do Ultimo Terciario e Quaternario e a influéncia de processos biogeograficos,
segundo Zeisset ¢ Beebee (2008), sendo, entdo, 6timos modelos para inferir os eventos
filogeograficos de uma determinada regido.

Na Amazonia, muitos aspectos biogeograficos sdo explicados através de modelos, ou
seja, possiveis teorias que possam ter levado a esses padroes. Segundo Marroig e Cerqueira
(1997), muitas teorias e hipoteses tém sido postuladas para explicar a biodiversidade da regido
neotropical, sendo que as mais aceitas sdo: Centros de origem e dispersdo, Vicaridncia
Geotectonica, Refugios, Gradientes ecoldgicos, Rios como barreiras ¢ Dindmica dos rios.
Estes autores acreditam que nenhum destes modelos sozinho € capaz de explicar a evolugao
na Amazonia. Por isto, propuseram uma nova teoria chamada de Hipotese do Lago
Amazonico. Uma resumida tabela é apresentada abaixo com os principais pontos de cada um

destes modelos.

PRINCIPAL IDEIA E
TEORIA AUTORES .
MODELO DE ESPECIACAO
Ocorre dispersdo através de uma barreira pré-
existente de uma area geograficamente estavel
Centro de
] - Hershkovitz, 1977 (um centro de origem). Ou seja, uma espécie
Origem e _
. - Reig, 1984 ancestral cruza uma barreira, promovendo
Dispersao

fragmentacao.

O modelo de especiacdo ¢ alopatrico.

- Platnick e Nelson,

1978
Eventos geotectonicos passados foram os
_ - Cracraft e Prum, . )
Vicariancia 1988 responsaveis por separar populacdes ancestrais
Geotectonica que eram continuas.
- Futuyma, 1992 ] )
_ ) O modelo de especiagdo ¢ alopatrico.
- Amorim e Pires,

1996
- Haffer, 1969 Modelo baseado em fatos paleoclimaticos,
Refugios - Vanzolini e paleopalinoldgicos, paleogeograficos,
Williams, 1970 paleoecoldgico e geomorfoldgicos que
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- Cerqueira, 1982
- Prance, 1982

causaram os ciclos climaticos do Terciario e do
Pleistoceno, em que havia alternancia de

periodos seco/frio e quente/iimido.O periodo de
seca e frio levou a fragmentagao das florestas
em refugios, com subseqiiente expansao (nos
periodos de calor e umidade), o que levou a

origem de uma grande parte da fauna existente.
O modelo de especiagdo ¢ o classico proposto

para alopatria.

Este modelo sugere que os padrdes de
distribuicao das espécies sdo consistentes com
divergéncias geograficas e adaptacdo aos
fatores ecogeograficos atuais, independente dos

fatores historicos. Com isto, o isolamento por

Gradientes ) . ) )
_ - Endler, 1977, 1982 distancia permite forte adaptagdo genética a
Ecologicos )
diferentes areas, resultando em zonas com
uniformidade de freqiiéncias genética e/ou
fenotipicas, separadas por areas de mudancas
ou por clinas.
O modelo de especiagao ¢ parapatrica.
Como o proprio nome ja diz, os rios atuam
como barreiras ao fluxo génico (tanto para a
- Wallace, 1849 o ]
) inexisténcia quanto para a reducdo deste),
- Sick, 1968 . o
) ficando as diferentes populagdes sujeitas a agdo
Rios como - Capparella, 1988 ) ]
) da selegdo natural e/ou deriva genética,
barreiras - Ayres e Clutton-

Brock, 1992
- Patton et al., 1994

causando divergéncias entre as populagdes ou
especiagao.
O modelo de especiacao é um caso classico de

alopatria.

Dinamica de

rios

- Salo et al., 1986

As mudangas causadas pela constante dinamica
dos rios (processos de erosdo lateral, mudangas
nos cursos d’agua etc) sdo capazes de criar ou

manter espécies, ja que populacdes podem ser
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transferidas passivamente de uma margem para
outra.

O modelo de especiagdo é o alopatrico.

Este modelo sugere que houve um aumento no
nivel do mar entre 700 e 750 mil anos atras
(alta temperatura e umidade), resultando na

submersao de planicies costeiras e uma grande

descarga de agua dos Andes. O efeito do
Lago - Marroig e aumento do nivel do mar foi contrabalanceado
Amazonico Cerqueira, 1997 na Amazoénia pelo grande fluxo de dgua de
origem andina, que, quando se chocaram,
resultou em um grande lago na bacia
amazonica, que foi formado recorrentemente no
Ultimo Terciario e no Quaternario.

O modelo de especiacdo ¢ alopatrico.

As espécies se originam em terras altas e se
acumulam em terras baixas. Assim, avreas de
terra firme sdo muito instaveis na escala local,

fazendo com que estas atuem, acumulando
Hipdtese do grande numero de espécies (de potenciais
- Fjeldsa, 1994
museu multiplas origens).

Nao possui um modelo propriamente para
especiacdo, mas ¢ um modelo de diferenciagdo,

que pode levar a especiagdo que comega com

refugios alopatricos.

Tabela 1: Principais teorias biogeograficas propostas para a Amazonia.

Estudos filogeograficos foram feitos com diversos organismos amazonicos como o
pirarucu, Arapaima gigas (Hrbek et al., 2005), o peixe-boi, Trichechus inunguis (Cantanhede
et al., 2005), o jacaré-tinga, Caiman crocodilus (Farias et al., 2004; Vasconcelos et al., 2006),
o jacaré-agu, Melanosuchus niger (Farias et al., 2004; Vasconcelos et al., 2008), a tartaruga
gigante da Amazonia, Podocnemis expansa (Pearse et al., 2006). Todas estas espécies foram
excessivamente exploradas, sofrendo fortes pressdes antropogénicas. Estes eventos

antropogénicos tém causado fortes efeitos demograficos, diminuindo o tamanho efetivo destas
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populagdes e encobrindo os reais processos que levam a distribuicdo filogeografica destes
animais (Hrbek et al., 2005; Pearse et al., 2006).

Pearse et al. (2006) verificaram uma estrutura populacional da tartaruga gigante da
Amazodnia utilizando marcadores mitocondriais e microssatélites. Nao foi observada uma
estruturacdo filogeografica, mas foram encontradas diferencas haplotipicas entre as
populagdes de diferentes bacias. Este padrdo foi coincidente com a fragmentagdo
populacional observada nestes répteis ¢ o homing feito pelas fémeas para a postura dos ovos.
Isto ajuda a propor estratégias de protecdo e manejo que deverdo ser feitas considerando cada
bacia como uma populacdo demograficamente independente. Além disto, o estudo também
permitiu conferir a eficiéncia do programa de protecdo do IBAMA a estes animais, que
averiguou a eficacia de programas de manejo ja feitos em uma populacao que sofreu efeitos
de gargalo-de-garrafa.

Vasconcelos et al. (2008) e de Thoisy et al. (2006) estudaram a distribuigdo espacial
da variabilidade genética do jacaré-acu, utilizando a regido do citocromo b do mtDNA. Os
autores verificaram que o isolamento por distancia esteve presente na dindmica populacional,
mostrando uma diferenciagdo genética, causada pela hidrogeografia da regido, nas populagdes
da Guiana Francesa ¢ do Amapa quando comparadas com as outras populagdes da bacia
Amazonica. Além disto, as populagdes do Equador se mostraram diferenciadas geneticamente
das do Brasil, Peru e Guiana Francesa. Dentro da bacia Amazodnica foi encontrada pequena
diferenciagdo e as distdncias geograficas e genéticas ndo estdo correlacionadas.

O estudo da filogeografia ¢ importante, pois fornece dados para a conservagdo das
espécies, avaliacdo da biodiversidade e identificagdo de processos que geram a diversidade
biologica (Smith et al., 2001; Avise, 2004). Portanto, para se obter um modelo filogeografico
adequado ¢ preciso um organismo com ampla distribuicdo na area de estudo e que ndo esteja
sujeito a exploragdo antropogénica, como € o caso do grupo de sapos Rhinella margaritifer.
As amostras podem ter sua distribuicdo geografica influenciada por processos geoldgicos e
biologicos que atuaram e ainda atuam nesta regido, possibilitando entender seus padrdes

genéticos. Por isto o presente estudo sobre a filogeografia deste grupo é tdo importante.

1.5 - MARCADORES MOLECULARES
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Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados para estudos de genética de
populagdes, determinagdo de parentescos e paternidades, identificagdo de unidades
taxonomicas, dentre outros. Poucos estudos que visaram examinar a variabilidade genética de
anfibios tropicais de ampla distribui¢do foram feitos utilizando diferentes tipos de marcadores
moleculares (Fouquet et al. 2007). Neste presente estudo, foram utilizados tanto marcadores
mitocondriais quanto nucleares.

O genoma mitocondrial dos vertebrados (mtDNA) ¢ uma molécula circular, composta
por 37 genes codificadores (13 genes que codificam proteinas relacionadas ao metabolismo
mitocondrial, 22 RNA de transferéncia e 2 rRNA) e uma regido controle ndo-codificadora
(Avise et al., 1986). As caracteristicas que tornam os genes deste genoma bons marcadores
sd0: a heranga uniparental, raramente sofrendo recombinacdo, o tamanho relativamente
pequeno (aproximadamente 16-20 kb), o arranjo dos genes geralmente conservado, taxas
evolutivas 1-10 vezes mais altas que o genoma nuclear, sendo a maioria das substituicdes de
bases simples e insergdes/delegdes de um ou pouco nucleotideos (Avise et al., 1986; 1987).
No presente trabalho serdo utilizados dois marcadores mitocondriais: 12S e 16S.

Estudos envolvendo seqiiéncias de genes que transcrevem as subunidades do RNA
ribossomal do mtDNA demonstraram que a evolucdo destes genes ocorreu numa taxa
suficiente para gerar variagdo necessaria para resolver problemas de inferéncia filogenética
em anuros ( Hedges e Maxson, 1993; Hay et al., 1995; Ruvinsky e Maxson, 1996; Graybeal,
1997; Austin et al., 2002). Portanto, os genes 12S e 16S que codificam as subunidades
ribossomais podem ser bastante uteis tanto na resolugdo de divergéncias genéticas profundas
quanto no esclarecimento das relagdes filogenéticas de taxa mais relacionados (Goebel et al.,
1999), como ¢ o caso de Rhinella gr. margaritifer.

Ja o genoma nuclear, diferentemente do mitocondrial, ¢ organizado e regulado de
forma mais complexa, além de possuir baixas taxas evolutivas em regides de alta pressdo
seletiva (éxons). A vantagem do DNA nuclear ¢ que se observa reduzido nivel de homoplasia
entre os taxons mais distantes, como conseqiiéncia de baixa taxa evolutiva (Claubaut et al.,
2005) e a combinag¢do dos dois marcadores fornecem informagdes mais robustas, pois sdo
genomas com diferentes taxas evolutivas e formas de heranga. Neste trabalho, serdo utilizados

dois genes nucleares: rodopsina e tirosinase. A rodopsina ¢ uma
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Limnonectes bannaensis

mt DNA
16,867bp

Figura 5: Esquema do DNA mitocondrial de um anuro. Os genes utilizados neste trabalho (12S rRNA e
16S rRNA) estdo apontados pela seta e vermelho.

Modificado de Zhang et al., 2009.

proteina que esta associada a neurénios modificados e grupos prostéticos e sdo responsaveis
pela captacdo de luz (retirado de http://www.simbiotica.org/fotorreceptores.htm em 18-01-
2010 as 12:31h). Ja a tirosinase € uma enzima que atua como um importante catalisador, que
por meio de uma complexa cadeia de reacdes oxidativas converte a L-tirosina presente na pele
em L-dopa e, em seguida, em melanina. (retirado de http://www.portaleducacao.com.br
/formacao-da-melanina em 18-01-2010 as 12:39h)

Pramuk et al. (2001) examinaram as rela¢des evolutivas e biogeografia do grupo de
sapos Bufo peltocephalus das Antilhas (de Cuba as Ilhas Virgens). Dados de seqiiéncias de
marcadores mitocondriais 12S, 16S e citocromo b evidenciaram a monofilia destes sapos,
sendo sua origem de algum grupo do novo mundo. Apesar destes resultados serem

concordantes com os obtidos com estudos morfologicos e geograficos, os autores sugerem
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que mais analises devem ser feitas para um estabelecimento preciso da filogenia dos sapos
neotropicais.

Chaparro et al. (2007) descreveram uma nova espécie do género Rhinella utilizando
caracteristicas externas e osteoldgicas e seqiiéncias do gene mitocondrial 12S. A nova
espécie, nomeada R. manu, ¢ tipica das montanhas umidas do sul do Peru. Mas apesar dos
dados morfologicos e moleculares darem suporte a filogenia desta nova espécie, os autores
também sugerem que mais estudos com os sapos mais comuns da América do Sul (i.e., do
género Rhinella) devem ser feitos para esclarecer a filogenia deste grupo de espécies.

Fouquet e colaboradores (2007) examinaram a variabilidade genética de Rhinella gr.
margaritifer utilizando seqiiéncias dos genes 12S, 16S, 18S e tirosinase para inferir a
filogenia e filogeografia das espécies deste grupo. O estudo, feito na Guiana Francesa,
mostrou a existéncia de 11 linhagens que podem representar espécies distintas. As analises
filogeograficas também deram suporte a este novo status especifico das linhagens, sendo que
as de baixa divergéncia foram encontradas em simpatria, possivelmente correspondendo a
recentes processos de especiagao.

Estes e outros trabalhos envolvendo sapos neotropicais mostram a necessidade de
melhor estabelecer a taxonomia e as relagdes filogenéticas e, conseqiientemente, contribuir
para o esclarecimento taxondmico e das hipoteses filogenética e filogeografica do grupo
Rhinella margaritifer. Este estudo ¢ importante pois fornece dados para a avaliagdo da
biodiversidade e identificacdo de processos que geram diversidade biologica.

Segundo Fouquet et al. (2007), a utilizagdo de métodos combinando filogenia e
filogeografia, utilizando tanto marcadores nucleares quanto mitocondriais, ajudam a entender
melhor a histéria evolutiva de complexos de espécies. Esses autores ainda afirmam que o
conhecimento sobre a distribuicdo geografica da diversidade genética nas comunidades de
anfibios tropicais pode levar a conclusdes que diferem enormemente das andlises prioritarias
baseadas somente na ocorréncia de espécies que ndo pertengam a grupos. Este estudo também
tem potencial para contribuir mais objetivamente na conservacdo prioritaria de anfibios em

areas tropicais.
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2- JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

A sistematica do grupo de sapos Rhinella margaritifer (Anura: Bufonidae) ¢ umas das
que gera mais duvidas entre os anuros neotropicais e existe uma grande variedade de
morfotipos conhecidos, além de grande diversidade morfologica criptica, sendo todos estes
organismos classificados, muitas vezes, como uma mesma espécie. Por serem anfibios de
ampla ocupacdo na Amazonia, o estudo filogeografico deste grupo pode prover pistas sobre a
historia evolutiva, os padrdes de diferenciagdo local € endemismo neste bioma.

As ferramentas moleculares sdo muito Uteis para identificar, caracterizar e delimitar
espécies e/ou populagdes e verificar como a variabilidade genética esta geograficamente
distribuida. Assim, o objetivo deste projeto foi estudar as relacdes filogenéticas e
filogeograficas deste grupo e entender os processos que possa ter dirigido a distribui¢do e
especiacdo de R. gr. margaritifer na Amazonia brasileira. Para isto, foram utilizados
marcadores mitocondriais (16S e 12S) e nucleares (rodopsina e tirosinase).

Os resultados obtidos neste estudo ajudam a determinar quantas possiveis espécies
e/ou unidades significativamente evolutivas existem no grupo e, entdo, comparar com
informacdes morfologicas/ecoldgicas obtidas anteriormente, sendo possivel reconhecer a
biodiversidade destes anuros, entender os processos que levaram a distribuicdo da
variabilidade genética e inferir o real status para conservacdo. Baseada nas informacoes
expostas anteriormente e na extensdo geografica da Amazonia, que abriga uma grande
diversidade da anurofauna, é possivel levantar diversas hipoteses. Neste estudo, toda a

problematica abordada se resume a uma hipdtese que foi testada:

Ho: Rhinella gr. margaritifer € composta de apenas uma unidade evolutiva significativa
H1: Rhinella gr. margaritifer é composta por mais de uma unidade evolutiva significativa,

existindo diversidade criptica
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3- OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral
O objetivo geral foi estudar as relagdes filogenéticas e a filogeografia do grupo de

espécies Rhinella margaritifer, utilizando marcadores moleculares, a fim de identificar

unidades evolutivas significativas distintas na Amazonia brasileira.

3.2 - Objetivos especificos

- Identificagdo de clusters moleculares;

- Analise de clusters gerados por diferentes marcadores moleculares, sendo capazes de indicar

linhagens evolutivas distintas ou espécies;

- Proposicdo de uma hipdtese filogenética para o grupo e;

- Inferéncia de provaveis eventos biogeograficos explicando os padrdes filogenéticos.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Locais de coleta e amostragem

Os espécimes do grupo Rhinella margaritifer foram coletados em diversos pontos da
Amazobnia brasileira, conforme mapa e tabela abaixo. Também foram coletados 2 (duas)
espécies nao identificadas deste género, para tentarmos identifica-las molecularmente, além

de 1(um) individuo de Bufo marinus para ser utilizado como grupo externo nas analises deste

trabalho.

Figura 6: Mapa representando os pontos de coleta.

Modificado de http://www.maps.google.com.br
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ESPECIE LOCAL DE NUMERO DE | PONTO NO
COLETA INDIVIDUOS MAPA
Rhinella gr. margaritifer | Vila Gomes - AM 6 1
. . Sdo Gabriel da
Rhinella gr. margaritifer Cachoeira - AM 4 2
Rhinella gr. margaritifer Autazes - AM 8 3
Rhinella gr. margaritifer Borba - AM 4 4
. .. Reserva Ducke
Rhinella gr. margaritifer (Manaus) - AM 5 5
. . Lago Miriti
Rhinella gr. margaritifer (Careiro) - AM 19 6
Rhinella gr. margaritifer Manaquiri - AM 14 7
Rhinella gr. margaritifer Barcelos - AM 15 8
Rhinella gr. margaritifer | Manacapuru - AM 21 9
Rhinella gr. margaritifer Momn}_l(i{%squerdo 4 10
Rhinella gr. margaritifer TeotonioREOsquerdo 1 11
Rhinella gr. margaritifer Mutum I]i(s)querdo i 1 12
Rhinella gr. margaritifer Cachoelrlgcc)io Jirau - 9 13
Rhinella gr. margaritifer Serra dglﬁ‘f avio - 6 14
Bufo magnussoni Treviso - PA 15 15
Bufo castaneoticus Treviso - PA 8 15
Bufo marinus Reserva Ducke 1 5
(Manaus) - AM
Rhinella sp. ParNa Virua - RR 1 16
. Ramal do Puru
Rhinella sp. Purt - AM 1 17
TOTAL 142

Tabela 2: Relagdo entre espécies, nimero de individuos e locais coletados.

As coletas foram realizadas utilizando a licenga concedida pelo RAN/ IBAMA, sob

numero 13777-2. O esforco de coleta visou um minimo de 10 individuos por localidade. Os

espécimes foram fotografados e, quando possivel, tiveram seu canto gravado. As localidades
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amostradas foram georeferenciadas (conforme apéndice 1) e os animais tiveram uma amostra
de tecido muscular retirada e armazenadas na Colegao de Tecidos de Genética Animal/CTGA
do Laboratdrio de Evolugdo e Genética Animal (LEGAL), Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Amazonas. Apoés, estes foram fixados em formol 10% e depositados

na colecdo de Herpetologia do Instituo Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA).

4.2 - Extracao do DNA

Para cada exemplar, antes da fixagdo em formol, foi coletada uma pequena porgdo do
tecido muscular, posteriormente preservada em alcool 96%. O DNA gendmico total foi
extraido utilizando-se o método padrao de extragdo com CTAB e Proteinase K como proposto
por Doyle e Doyle (1987), com algumas modificagdes.

Um pequeno pedaco do musculo (aproximadamente 100mg) foi cortado e digerido com
Proteinase K, que ¢ uma enzima proteolitica ndo-especifica com atividade em diferentes pH, e
solucdo de CTAB 2% (Brometo de Cetiltrimetilamonio), um detergente que rompe as
membranas celulares para a liberagdo dos acidos nucléicos. O musculo foi cortado em
pedagos menores e acondicionado em um microtubo de 1,5 mL com 500uL de tampao CTAB
2% e 15uL de Proteinase K e deixado em banho-maria a 60°C overnight ou até a total
digestao do tecido.

Apos, foi feita uma desproteinizacdo pela adicdo de cloroférmio: alcool-isoamilico
(25:1), seguida por centrifugagdo a 10000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e
armazenado em um novo microtubo. Foi adicionado, entdo, S00uL. de isopropanol frio e a
amostra ficou incubada no freezer por duas horas para a precipitagdo dos acidos nucléicos. O
pellet formado apods centrifugacdo a 10000rpm por 20 minutos foi lavado com alcool 70%,
centrifugado a 10000rpm por 10 minutos e ficou secando em ar seco. Por ultimo, o DNA foi
ressuspendido em 50puL de 4gua ultra-pura.

O DNA extraido teve sua integridade avaliada e foi quantificado por eletroforese sob
luz UV, por comparagdo com marcador de peso molecular conhecido. Para isto, 2 pl do
corante Bromofenol misturado a 2 ul do DNA total foram aplicados em gel de agarose 1% ¢
levados a cuba de eletroforese horizontal com tampao Tris-Borato-EDTA 1X onde a corrida
do material foi feita a 70 V iniciais, passados para 95 V. Posteriormente, o gel de agarose foi
corado com brometo de etideo (EtBr, 0,5 pg/mL) e levado a um transiluminador de luz

ultravioleta Image Master (Pharmacia Biotech) para avaliagdo do DNA.
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4.3 - Amplificacao por reacio em cadeia da polimerase (PCR)

Os genes mitocondriais (12S rRNA e 16S rRNA) e nucleares (Tirosinase e Rodopsina)

foram amplificados via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki et al., 1988), técnica que

permite a obtengdo de um grande numero de copias de um fragmento de interesse a partir do

DNA gendémico molde, extraido do tecido.

Para os genes mitocondriais 12S e 16S foram feitas reagdes de PCR com volume final

de 15uL, conforme tabela abaixo.

Tabela 3: Componentes da reagdo de PCR dos genes mitocondriais

REAGENTES  CONCENTRACAO VOLUME (uL)

Tampao 10X 1,5
MgCl, 25mM 1,5

dNTP 10mM 1,5

Primer forward 2mM 1,5
Primer reverse 2mM 1,5
BSA 5C 1,0

Taq DNA polimerase Su/pL 0,3
DNA (amostra) -- 1,0
Agua ultra-pura -- 5,2
TOTAL 15

Cada amostra de reacdo foi colocada em tubo de 0,2 ul e levada a um termociclador

Veriti (Applied Biosystems) onde se processou a reagdo de amplificagdo, conforme os passos

descritos abaixo:
* Desnaturagdo inicial a 92°C por 1 minuto;

* 35 ciclos de:

. Desnaturagdo a 92 °C por 60 segundos;
. Anelamento a 50 °C (16S) e 54°C (12S) por 40 segundos

. Extensao a 72 °C por 90 segundos;

* Extensao final a 72 °C por 5 minutos (uma Unica vez).
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Ja para os genes nucleares da tirosinase e rodopsina foram feitas duas amplificagdes,
uma primeira com primers externos e a segunda com primers flanqueadores das regides
génicas de interesse. As amplificagdes foram feitas num volume final de 26ul. e cada uma
das PCR (para o primeiro e segundo par de primers) teve temperatura de anelamento

diferente.

Tabela 4: Componentes da primeira reacdo de PCR dos genes nucleares

REAGENTES  CONCENTRACAO VOLUME (uL)

Tampao 10X 2,5
MgCl, 25mM 2,0
dNTP 10mM 2,0
Primer forward 2mM 2,5
Primer reverse 2mM 2,5
BSA 5C 2,5

Betaine 6M 5,4

Taq DNA polimerase Su/uL 0,7
DNA (amostra) -- 2,0
Agua ultra-pura -- 3.9
TOTAL 26

Cada amostra de reagdo foi colocada em tubo de 0,2 pl e levada a um termociclador
Veriti (Applied Byosystems) onde se processou a reagdo de amplificag@o, conforme os passos
descritos abaixo:
* Desnaturagao inicial a 68°C por 1 minuto;
* 35 ciclos de:
. Desnaturacdo a 93 °C por 10 segundos;
. Anelamento a 50 °C (tirosinase) e 53°C (rodopsina) por 35 segundos;
. Extens@o a 68 °C por 90 segundos;

* Extensdo final a 68 °C por 7 minutos (uma tinica vez)

Apo6s, o produto desta primeira amplificacdo foi utilizado como molde para a

amplificacdo com os primers internos, como mostram as tabelas abaixo.

Tabela 5: Componentes da segunda reagdo de PCR dos genes nucleares
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VOLUME

REAGENTES CONCENTRACAO

(uL)

Tampao 10X 2,5
MgCl, 25mM 2,0

dNTP 10mM 2,0

Primer forward 2mM 2,5
Primer reverse 2mM 2,5
Taq DNA polimerase Su/pL 0,7

DNA (amostra do amplificado do

primeiro PCR) B 20
Agua ultra-pura -- 11,8
TOTAL 26

Cada amostra de reagdo foi colocada

termociclador Verit (Applied Byosystems)

em um novo tubo de 0,2 pl e levada a um

onde se processou a segunda reagdo de

amplificacdo, conforme os passos descritos abaixo:

* Desnaturagdo inicial a 68°C por 1 minuto;

* 35 ciclos de:

. Desnaturagdo a 93 °C por 10 segundos;

. Anelamento a 55 °C (tirosinase) e 50°C (rodopsina) por 35 segundos;

. Extensdo a 68 °C por 90 segundos;

* Extensao final a 68 °C por 7 minutos (uma Unica vez)

Os primers utilizados neste trabalho, bem como suas seqiiéncias e referéncias estdo

listados na tabela a seguir.

Primers Sequiéncias Referéncias
16S A 5'- CGCCTGTTTACCAAAAACATCGCCT -3’ Palumbi et
16S B 5’ - CCGGTCTGAACTCAGATCACGT - 3 al., 1991
Phef.1 5’ - CAAAGCATAGCACGTAAAATGC - 3° Salducci et
12Sr.6 5’- CGATTATAGRACAGGCTCCTCTAG -3 al., 2005
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Tyr 1.A 5 - AGGTCCTCTTRAGCAAGGAATG -3’ Bossuyt et
Tyr 1.LE 5" — GAGAAGAAAGAWGCTGGGCTGAG - 3’ al., 2000
Tyr 1r.1 5’ ~AGTCCCAGAAGGGAATGGTGRAG-3’
5’- Nao
Tyr 1.1 GTAAAACGACGGCCAGTCCTGTCTAACTCTTCC  publicado *
ATAGG-3’
Rhod Ex.3r.1 5’- AGTGSACGACGAACATGTAGAT -3’
Rhod Ex.1f.1 5" - ATGAACGGAACAGAAGGYCC -3
Rhod Ex. Nao
5" = AATACGACTCACTATAGGCTTCAGGG -3’
3r.2 publicado *
Rhod Ex.
12 5’ - GTAAAACGACGGCCAGTCCCATGTCC - 3’

Tabela 6: Primers utilizados neste trabalho, suas seqiiéncias ¢ devidas referéncias. As referéncias onde

se encontram * se referem a primers desenhados para este trabalho.

Para verificar se as amostras foram amplificadas, 2 pl do produto de PCR foi
adicionado a 2 pl de azul de Bromofenol para analise em eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo (0,5ug/mL) e visualizado em transiluminador de luz UV. O
tamanho do amplificado foi verificado por comparagdo com marcador de tamanho molecular

conhecido.

4.4 - Purificacdo e seqiienciamento

Os produtos de PCR foram purificados utilizando enzimas exonucleases ¢ fosfatase
alcalina de acordo com as recomendagdes do fabricante do kit ExoSap (GE Healthcare). Estas
enzimas, em sua temperatura de agao, gerada por termociclador, eliminam residuos de baixo
peso molecular como restos de primers, dNTPs e sais, permitindo a retirada de impurezas da
PCR. Para cada 10 pl do produto da PCR foi utilizado 0,27 pl de EXO (10 u/pl); 0,40 pl de
SAP (1 u/pl) e 2,33 pl de 4gua ultra-pura.

A reacdo de seqlienciamento foi feita em uma placa especifica (para eletroinjecdo no
seqiienciador), num volume final, por amostra, de 10 pl, contendo: DNA amplificado e

purificado; Big Dye, que ¢ um mix contendo DNA polimerase, dNTPs e dideoxinucleotideos
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(que possuem a fluorescéncia a ser captada no seqiienciador automatico); tampao do Big Dye;
primer e dgua ultra-pura. As concentragdes e volumes se encontram na tabela abaixo.

Para 12S e 16S, foram utilizados os proprios primers forward usados na reacdo de
PCR. Entretanto, para os genes nucleares da rodopsina e tirosinase, a reacao de seqiiéncia foi
feita com a cauda universal M13, complementar as 17 bases do primers forward da segunda

amplificacdo destes genes.

Tabela 7: Componentes da reagdo de PCR seqiienciamento

REAGENTES CONCENTRACAO VOLUME

(uL)

Big Dye Terminator -- 0,25
Buffer do Big Dye 5x 2,5
Primer 2mM 2,0
Amostra purificada -- 2,0
Agua ultra-pura -- 3,25
TOTAL 10,0

Em seguida, as amostras foram submetidas ao termociclador com ciclos programados
para desnaturacgdo das fitas complementares; anelamento dos primers e extensdo da regiao a
ser seqiienciada, conforme os passos descritos abaixo:
* 35 ciclos de:
. Desnaturacao a 96 °C por 10 segundos;
. Anelamento a 50 °C por 35 segundos;

. Extensdo a 60 °C por 4 minutos;

Os produtos amplificados para seqiienciamento foram precipitados utilizando
etanol/EDTA (2,5ul de EDTA a 125 mM e 27,5 pl de etanol absoluto) e etanol 70% (30 pl),
sempre seguido de centrifugacdes a rotagdes e temperaturas adequadas. Este procedimento
retira restos de primer ¢ DNA da reagdo de seqiienciamento. Apds, as amostras foram
ressuspendidas em 10uL de formamida.

Em seguida, a placa contendo o DNA foi submetida a eletroinjecdo no seqiienciador
automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems), de acordo com a metodologia padrdo proposta

pelo fabricante.
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4.5 - Edicio e alinhamento das seqiiéncias

As seqii€ncias obtidas foram editadas no programa BioEdit Version 7.0.9.0 (Hall,
1999) e alinhadas com o auxilio da ferramenta Clustal W (Thompson et al., 1996), utilizando
as configuragdes padrdo, além da edi¢do manual. Aos sitios que apresentaram indels, foram
acrescidos gaps com a finalidade de manter a homologia entre as seqiiéncias.

Os sitios variaveis foram checados no programa MEGA 4.0 (Kumar et al., 2004).

Neste programa também foi checada a presenga de heterozigotos nas seqiiéncias nucleares.

4.6 - Analise de dados

4.6.1 — Analise filogenética

As relagdes filogenéticas construidas sob o critério de maxima verossimilhanca foram
estimadas utilizando-se o programa Treefinder (Jobb, 2008), com robustez de 1000 pseudo-
réplicas ndo paramétricas de bootstrap. O modelo molecular evolutivo mais provavel foi
inferido com o auxilio do programa PAUP 4.0 Beta Version (Swofford, 1998) e do aplicativo
online ModelTest Server (Posada, 2006), utilizando-se o critério de informacdo corrigida
AKAIKE (AIC) (Akaike, 1974). Além das seqiiéncias obtidas neste trabalho também foram
utilizadas seqiiéncias de Rhinella gr. margaritifer depositadas no GenBank geradas pelo
estudo de Fouquet e colaboradores (2007) para os genes 12S, 16S e tirosinase. Estas amostras
foram previamente classificadas em linhagens, conforme proposto pelos autores: R.
margaritifer A, R. margaritifer B, R. margaritifer C, R. margaritifer D ¢ R. margaritifer E.

Cada grupo estabelecido na andlise filogenética de maxima verossimilhanga foi
definido como uma unidade evolutiva significativa (SEU), como proposto por Moritz (1994),
quando trés critérios foram aceitos: o primeiro ¢ a monofilia nos gene de mtDNA, o segundo ¢é
valores de bootstrap acima de 70% e o terceiro € valores significativos de Fy par a par para os

genes nucleares, que foram calculados no programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005).

4.6.2 — Redes haplotipicas

A inferéncia do relacionamento entre os haplotipos foi baseada no método de

parcimonia estatistica de Templeton et al. (1992). Esse método gera a estimativa do nimero
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maximo de diferencas entre os haplotipos como resultado de substituigdes tinicas com
confiabilidade de 95% (Posada e Crandall, 2001). Estas analises foram feitas através do
programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000), e a hierarquizagao da rede de haplétipos foi feita
segundo algoritmo descrito por Templeton et al. (1987) ¢ Templeton e Sing (1993). As
sequéncias nucleares foram transformadas em haplétipos utilizando o programa PHASE 2.1
(Stephens et al., 2004) e o aplicativo online SeqPhase (Flot, 2010). Os dois possiveis
haplétipos obtidos foram utilizados na construcao da rede de haplotipos. As ambigiiidades de
conexdes resultantes das mutagdes homoplasicas na rede de haplotipos foram resolvidas

utilizando as informagdes da topologia geradas pela maxima verossimilhanga.

4.6.2 — Analises filogeograficas

Para verificar a significancia da associagdo entre os hapldtipos com a distribui¢ao
geografica inferindo eventos historicos e demograficos, como resultado dos niveis de restri¢do
de fluxo génico, foi usada a analise dos clados hierarquizados (Nested Clade Phylogeography
Analysis — NCPA), desenvolvido por Templeton et al. (1995), utilizando-se o programa
GEODIS (Posada et al,. 2000) e a chave de inferéncia de Templeton (2004), dentro do
software ANeCA 1.2 (Panchal, 2007). Os niveis de confianca foram estimados por testes de
permutacdes (1000 replicagdes). A partir da genealogia génica, freqiiéncia de haplotipos e
distancias geograficas, o NCA gera inferéncias que permitem discriminar eventos histdricos
(e.g. fragmentacdo, expansdo, etc.) e processos atuais (e.g. fluxo génico) que possam estar
influenciando nas distribuicdes de uma determinada espécie ou linhagem. Todas as
inferéncias obtidas foram corroboradas através de testes estatisticos adicionais. Para verificar
a diferenciagdo entre os grupos, foram feitos testes de Variancia Molecular (AMOVA) e de
estruturacdo populacional (Fst), que, quando confirmados, podem ser explicagdes para
eventos de fragmentacdo ou colonizacdo a longas distdncias ou quaisquer casos em que 0
fluxo génico ficava restrito. Ja os eventos de expansdo foram verificados com os testes Fs de
Fu e D de Tajima. Todas estas andlises foram feitas utilizando o programa Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005). Por ultimo, foi feita uma analise de concordancia espacial entre os

resultados de diferentes genes.
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5 - RESULTADOS

5.1-16S
5.1.1 - Filogenia

Para o gene 168, foi obtido um total de 357 pb para 102 individuos de Rhinella gr.
margaritifer. Além disto, foram utilizadas 21 seqiiéncias deste complexo de espécies,
provenientes da Guiana Francesa, que se encontram depositadas no GenBank, 1 seqiiéncia de
Bufo marinus e mais 7 seqiiéncias de outras espécies relacionadas, estas oito ultimas usadas
como grupo externo, num total de 131 seqii€ncias de 16S. A composicao das bases apresentou
a proporg¢ao anti-guanina (A = 31,89%, C = 19,98%, G = 18%, T = 30,13%), sendo que a base
adenina (A) se apresentou em maior propor¢ao.

A arvore filogenética baseada no método de Maxima Verossimilhanga para o gene 16S
(figura 7) foi proposta segundo o modelo molecular evolutivo de substituicdo nucleotidica
GTR+G (general time reversible + Gamma), que propde que cada nucleotideo tem uma taxa
de substituicdo propria, levando-se em consideracdo sua freqiiéncia e a discreta distribuigéo
gamma, que prediz que os sitios evoluem diferentemente (Felsenstein, 2004;
www.molecularevolution.org em 16/03/2010 as 12:58h).

Nesta analise foram obtidos 14 grupos de R. margaritifer ¢ 7 grupos externos (os
grupos B. gargarizans, B. japonicus, B. melanosticus, B. granulosus, B. gutatus, B. marinus e
um clado formado por Atelopus flavescens e A. barbotini). Esta separa¢ao em 21 clados foi
baseada tanto na topologia da arvore filogenética quanto nos valores de distancia genética
entre os possiveis grupos. Para os individuos cuja posi¢ao filogenética ndo permitiu sua
inclusdo nos 21 agrupamentos por meio de inspe¢do visual da topologia foram realizadas
comparagdes de distdncia genética par a par, sendo as divergéncias menores que 1%
agrupadas no mesmo clado.

Os 14 agrupamentos obtidos para R. margaritifer foram: clado 1, composto por
Morrinho e Teoténio Esquerdo; clado 2, composto por B. castaneoticus; clado 3,

correspondente aos individuos da Reserva Ducke; clado 4, formado pela possivel linhagem R.
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margaritifer E; clado 5, formado pela possivel linhagem R. margaritifer A; grupo 6, formado
pela possivel linhagem R. margaritifer C; clado 7, composto por Barcelos e Manacapuru;
clado 8, formado pela possivel linhagem R. margaritifer D; clado 9, formado por Mutum e

Autazes; clado 10, composto por Manaquiri e Careiro; clado 11, formado por todos
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individuos do Jirau e um de Morrinho; grupo 12, formado por Borba e Sdo Gabriel da
Cachoeira; clado 13, formado por Vila Gomes; e finalmente clado 14 formado por alguns

individuos de Manacapuru.

5.1.2 - Rede de haplétipos

Pela Analise dos Clados Agrupados (NCA ou Nested Clade Analysis), implementada
no TCS 1.21 (Clement et al., 2000), a partir das 123 seqiiéncias de R. margaritifer de 357 pb
do gene 16S, foram geradas seis redes de haplotipos ndo conectadas entre si (figuras 8 e 9).
Para melhor entendimento das redes formadas, a hierarquizagdo completa dos haplotipos, que
foi feita manualmente, foi omitida, ficando apenas os agrupamentos no nivel hierarquico de
interesse. Cada nivel hierarquico foi representado por uma cor distinta nas figuras.
Duas redes de haplotipos foram omitidas nesta discussdo por envolverem apenas individuos
da Guiana Francesa. Uma das redes foi formada exclusivamente pela linhagem R.
margaritifer D. A outra rede que teve a imagem omitida neste trabalho foi formada pela
linhagem R. margaritifer A como clado mais interno e, possivelmente, mais ancestral, de
onde partem as linhagens R. margaritifer B e C. Nesta analise, que é baseada no método da
maxima parcimonia (MP), a linhagem A ndo parece ser grupo irmao da possivel linhagem
formada por Careiro + Autazes + Serra do Navio (figura 8, clado II-3, na cor verde), como

mostrou a arvore filogenética baseada no método da maxima verossimilhanga (figura 7).

5.1.3-NCPA

Como a analise prévia para 16S desenvolvida pelo software TCS 1.21 (Clement et al.,
2000) utilizando critérios de parcimonia estatistica ao nivel de confianga de 95%, gerou mais
de uma rede de haplotipos sem conexao, as inferéncias filogeograficas (NCPA) foram feitas
utilizando apenas os dados separados das duas maiores redes, através do pacote de programas
ANeCA 1.2 (Panchal, 2007). Duas novas redes haplotipicas foram construidas e a
hierarquizagdo foi feita automaticamente pelo programa. Apoés, as inferéncias foram feitas
automaticamente pelo ANeCA 1.2 utilizando a chave de inferéncia proposta por Templeton
(2004). Os resultados estdo resumidos no Apéndice 2.

A maior rede formou clados hierarquizados de nivel 5 e trés possiveis eventos foram
inferidos nesta andlise de NCPA: dois eventos distintos de fragmentacdo alopatrica em
diferentes localidades e um possivel evento de colonizagdo a longa distancia e/ou

fragmentacdo populacional no passado.
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Figura 8: Rede de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de
maxima parcimonia, a partir das seqiiéncias do gene 16S. Foram obtidas seis redes
de haplétipos. A rede A corresponde a oito possiveis linhagens existentes dentro do
complexo margaritifer. A hierarquiza¢ao completa dos clados foi omitida para
melhor entendimento da rede de haplétipos. Cada cor corresponde a um nivel de
hierarquizacgdo (preto = nivel 0; vermelho = nivel I; verde = nivel II; azul = nivel
III). Os nomes originais de coleta foram mantidos e seu sindbnimo na arvore
filogenética se encontra no Apéndice 1.



Ja a rede menor formou clados hierarquizados até o nivel 4 e foi sugerido um evento de
fragmentacdo alopatrica entre Barcelos ¢ Manacapuru, assim como para todas as amostras
desta rede.

13686_165.3

-1 65_12014.

D

Figura 9: Redes de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de
maxima parcimonia, a partir das seqiiéncias do gene 16S. Foram obtidas seis redes
de haplétipos. A rede B corresponde a duas possiveis linhagens existentes dentro do
complexo margaritifer e as redes C ¢ D a uma linhagem cada. A hierarquiza¢ao
completa dos clados foi omitida para melhor entendimento da rede de haplotipos.
Cada cor corresponde a um nivel de hierarquizagao (preto = nivel 0; vermelho =
nivel I; verde = nivel II; azul = nivel III). Os nomes originais de coleta foram
mantidos e seu sindnimo na arvore filogenética se encontra no Apéndice 1.
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52-128
5.2.1 - Filogenia

Para as analises do gene 128, foi obtido um total de 377 pb para 94 individuos de
Rhinella gr. margaritifer. Além disto, foram utilizadas 20 seqiiéncias desta espécie,
provenientes da Guiana Francesa, que se encontram depositadas no GenBank, e 1 seqiiéncia
de Bufo marinus, que serviu como grupo externo, num total de 115 seqiiéncias de 12S. A
composicdo das bases apresentou a propor¢ao anti-guanina (A = 31,55%, C = 25,22%, G =
17,73%, T = 25,50%), sendo que a base adenina (A) se apresentou em maior propor¢ao.

A arvore filogenética baseada no método de Maxima Verossimilhanga foi proposta
segundo o modelo molecular evolutivo de substituicdo nucleotidica TVM+G, que propde
taxas de transversdes variaveis, porém taxas de transi¢des iguais, além de uma discreta
distribuicdo  gamma, que prediz que os sitios evoluem  diferentemente
(www.molecularevolution.org em 16/03/2010 as 12:58h).

Nesta analise (figura 10) foram obtidos 13 grupos com as amostras de R. gr.
margaritifer e 1 clado para o grupo externo B. marinus. Muitos individuos ndo foram
agrupados, ndo sendo utilizados, entdo, para fins de comparagdo nesta analise filogenética. Os
valores de bootstrap foram, em sua maioria, muito baixos. Tudo isto pode ser explicado
devido a pouca informacdo gerada, ja que a seqiiéncia € pequena e nem todos individuos
foram seqiienciados, ou ainda pode haver uma grande quantidade de homoplasia. Talvez estes
fatores possam ter contribuido para a falta de robustez de alguns dados gerados na analise
desta hipotese filogenética. Os valores de divergéncia foram calculados utilizando somente os
grupos irmaos, e estes variaram de 3,78% a 7,9%. Assim como ocorreu para o gene de 16S,
alguns individuos simpatricos ndo se agruparam num mesmo clado.

Os 13 grupos obtidos nesta analise do gene 12S foram: clado 1, composto por B.
magnussoni ¢ alguns individuos de Manacapuru; grupo 2, com baixo valor de bootstrap
(61%), nao suportando robustez para monofilia, composto por individuos de Jirau; clado 3,
formado por outros individuos de B. magnussoni; clado 4, composto por individuos do
Careiro; frupos 4, 5, 6 e 7, todos sem valores de bootstrap suportando robustez suficiente para
monofilia e formados por Careiro, Vila Gomes, Reserva Ducke e linhagem R. margaritifer E,
respectivamente; clado 8, formado por alguns individuos de Autazes; clado 9, formado pela
possivel linhagem R. margaritifer A; clado 10, composto pela linhagem C; clado 11, formado
pela linhagem D; clado 12, formado por Barcelos e Manacapuru; e clado 13, formado por

individuos de Morrinho Esquerdo.
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Figura 10: Arvore filogenética
de 12S baseada no método da
Maxima Verossimilhanca,
reconstruida com robustez de
1000 replicas ndo paramétricas
de bootstrap. O modelo
evolutivo foi o TVM + G.
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5.2.2 - Rede de haplotipos

Pela Analise dos Clados Agrupados (NCA ou Nested Clade Analysis), implementada
no TCS 1.21 (Clement et al., 2000), a partir das 112 seqiiéncias de 377 pb do gene 12S para
R. margaritifer, foram geradas seis redes de haplotipos ndo conectadas entre si (figuras 11 e
12), sendo destas uma maior e mais abrangente e as outras cinco menores. Para melhor
entendimento das redes formadas, a hierarquizagdo completa dos haplotipos, que foi feita
manualmente, foi omitida, ficando apenas os agrupamentos no nivel hierarquico de interesse.
Cada nivel hierarquico foi representado por uma cor distinta nas figuras.

Uma rede formada por um tnico haploétipo foi omitida nesta discussao por envolverem

apenas dois individuos da Guiana Francesa, representando a linhagem R. margaritifer D.

5.2.3-NCPA

A analise prévia do gene 12S desenvolvida pelo software TCS 1.21 (Clement et al.,
2000) utilizando critérios de parcimonia estatistica ao nivel de confianca de 95%, gerou mais
de uma rede de haplotipos sem conexdo. As inferéncias filogeograficas (NCPA), entdo, foram
feitas utilizando apenas os haplétipos das duas maiores redes, separadamente, através do
pacote de programas ANeCA 1.2 (Panchal, 2007). Duas novas redes haplotipicas foram
construidas e a hierarquizacdo foi feita automaticamente pelo programa. Apds, a chave de
inferéncia proposta por Templeton (2004) também foi inferida automaticamente pelo AneCA
1.2. Os resultados estdo resumidos no Apéndice 2.

A maior rede formou clados hierarquizados de nivel 5 e trés possiveis eventos foram
inferidos nesta analise de NCPA: dois eventos distintos de expansdo contigua em diferentes
localidades e um possivel evento restringiu o fluxo génico com isolamento por distancia.

Ja a rede menor formou clados hierarquizados até o nivel 4 e foi sugerido apenas um

evento de fragmentagdo alopatrica para todo o cladograma.

5.3 - Mitocondriais
5.3.1. - Filogenia

Como os genes 12S rRNA e 16S rRNA estdo na mesma molécula e tém a mesma
histéria evolutiva, os dois grupos de seqiiéncias foram concatenados em um unico banco de

dados, para as amostras que as duas seqiiéncias foram obtidas, num total de 734 pb para 73
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Figura 11: Rede de haplétipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
parcimoénia, a partir das seqiiéncias do gene 12S. Foram obtidas seis redes de haplotipos. A
rede A corresponde a onze possiveis linhagens existentes dentro do complexo margaritifer. A
hierarquizagdo completa dos clados foi omitida para melhor entendimento da rede de
haplotipos. Cada cor corresponde a um nivel de hierarquizagdo (preto = nivel 0; vermelho =
nivel [; verde = nivel II; azul = nivel III). Os nomes originais de coleta foram mantidos e seu
sindnimo na arvore filogenética se encontra no Apéndice 1.
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Figural2: Rede de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
parcimonia, a partir das seqii€ncias do gene 12S. Foram obtidas seis redes de haplotipos. As
redes de B a G correspondem a seis possiveis linhagens existentes dentro do complexo
margaritifer. A hierarquizacdo completa dos clados foi omitida para melhor entendimento da
rede de haplotipos. Cada cor corresponde a um nivel de hierarquizagdo (preto = nivel 0;
vermelho = nivel I; verde = nivel II; azul = nivel III). Os nomes originais de coleta foram
mantidos e seu sindbnimo na arvore filogenética se encontra no Apéndice 1.
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individuos de Rhinella gr. margaritifer e 1 individuo de Bufo marinus, utilizada como grupo
externo, num total de 74 seqiiéncias de dados mitocondriais. A composicdo das bases
apresentou a proporcao anti-guanina (A = 32,12%, C = 22,06%, G = 18,27%, T = 27,55%),
sendo que a base adenina (A) se apresentou em maior propor¢ao.

A arvore filogenética baseada no método de Maxima Verossimilhanca foi proposta
segundo o modelo molecular evolutivo de substituicdo nucleotidica GTR+ G + I, que propde
que cada nucleotideo tem uma taxa de substituicdo propria, levando-se em consideracdo sua
freqiiéncia, a propor¢ao de sitios invaridveis (I) em que ndo ha mudanca nos sitios no banco
de dados e a discreta distribuicdo gamma, que prediz que os sitios evoluem diferentemente
(Felsenstein, 2004; www.molecularevolution.org/resources/models/nucleotide em 16/03/2010
as 12:58h). Este modelo também foi utilizado no estudo de R. margaritifer da Guiana
Francesa (Fouquet et al., 2007a).

Nesta analise (figura 13) foram obtidos 12 grupos com os espécimes de Rhinella
margaritifer da Amazonia brasileira e o grupo externo Bufo marinus. Nao foram incluidos os
dados de seqiiéncias da Guiana Francesa depositados no GenBank pois ndo foi possivel
identificar quais seqiiéncias dos dois genes mitocondriais pertenciam a mesmo espécime. Esta
separacao em doze clados distintos foi feita baseada tanto na topologia filogenética gerada
pela analise estatistica de verossimilhanca quanto nas distdncias genéticas em comparagdo par
a par. Destes grupos, todos tiveram valores de suporte (bootstrap) robustos o suficiente para
aceitar monofilia, exceto o clado composto por um unico individuo de Manacapuru (grupo5).
A menor distancia genética média de um grupo em relagdo aos demais foi de 2,23%. Os
clados formados foram os seguintes: clado 1, formado por Morrinho Esquerdo; clado 2,
composto por Careiro, Autazes ¢ Serra do Navio; clado 3, formado por Barcelos e alguns
individuos de Manacapuru; clado 4, formado por Autazes; clado 6, correspondente a espécie
ja descrita B. castaneoticus; clado 7, formado por Reserva Ducke, Borba ¢ Sdo Gabriel da
Cachoeira; clado 8, formado por alguns individuos da Serra do Navio; clado 9, composto por
Careiro e Manaquiri; clado 10, correspondendo a Vila Gomes; clado 11, formado por Jirau; e

clado 12, formado por alguns individuos de Manacapuru.

5.3.2 - Rede de haplotipos
Pela Analise dos Clados Agrupados (NCA ou Nested Clade Analysis), implementada
no TCS 1.21 (Clement et al., 2000), a partir das 73 seqiiéncias de 734 pb dos genes 12S+16S

concatenados para R. margaritifer, foram geradas seis redes de hapldtipos ndo conectadas
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método da Maxima Verossimilhanca, reconstruida com robustez de 1000 replicas nio paramétricas
de bootstrap. O modelo evolutivo foi o GTR + G + L.



entre si (figuras 14 e 15). Para melhor visualizagcdo das redes formadas, a hierarquizagéo
completa dos haplotipos, que foi feita manualmente, foi omitida, ficando apenas os
agrupamentos no nivel hierarquico de interesse. Cada nivel hierarquico foi representado por
uma cor distinta nas figuras.

De todas as seqiiéncias, trés formaram haplotipos tnicos que ndo se conectaram em
nenhuma rede. Sdo eles: 13110 ou individuo 3 de Sdo Gabriel da Cachoeira, que na arvore
filogenética de maxima verossimilhanca esta dentro do clado 7, 12916 ou individuo 3 de
Autazes,que na analise de MV esta dentro do grupo 4 e 13977B ou espécime 13 de

Manacapuru, que forma um clado sozinho na arvore, correspondente ao grupo 5.

5.3.3-NCPA

A andlise prévia dos genes mitocondriais concatenados desenvolvida pelo software
TCS 1.21 (Clement et al., 2000) utilizando critérios de parcimonia estatistica ao nivel de
confianca de 95%, gerou mais de uma rede de haplétipos sem conexdo. As inferéncias
filogeograficas (NCPA), entdo, foram feitas utilizando apenas os dados separados da maior
rede, através do pacote de programas ANeCA 1.2 (Panchal, 2007). A nova rede haplotipica
foi construida e a hierarquizacdo foi feita automaticamente pelo programa. Apos, as
inferéncias foram feitas automaticamente pelo software utilizando a chave proposta por
Templeton (2004). Os resultados estdo resumidos no Apéndice 2.

A rede formou clados hierarquizados de nivel 6 e quatro inferéncias foram obtidas
nesta analise de NCPA. No nivel 5, foram inferidos dois eventos de fluxo génico restrito ou
dispersdao com alguma dispersdo a longas distancias e um evento de fragmentacdo alopatrica.

Ja o cladograma total evidenciou a possivel ocorréncia de expansao contigua.
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Figura 14: Rede de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
parcimonia, a partir das seqiiéncias dos genes 12S+16S. Foram obtidas seis redes de
haplotipos. A rede A corresponde a seis possiveis linhagens existentes dentro do complexo
margaritifer. A hierarquizagdo completa dos clados foi omitida para melhor entendimento da
rede de haplotipos. Cada cor corresponde a um nivel de hierarquizacdo (preto = nivel 0;
vermelho = nivel [; verde = nivel II; azul = nivel III; amarelo = nivel IV; rosa = nivel V). Os
nomes originais de coleta foram mantidos e seu sindbnimo na arvore filogenética se encontra
no Apéndice 1.
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Figura 15: Rede de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
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filogenética se encontra no Apéndice 1.

44



5.4 - Tirosinase
5.4.1 - Filogenia

O gene nuclear tirosinase foi parcialmente seqiienciado para 127 individuos de
Rhinella gr. margaritifer e 1 individuo de Bufo marinus, num total de 450 pb. Além disto,
foram utilizadas 23 seqiiéncias desta espécie, provenientes da Guiana Francesa, que se
encontram depositadas no GenBank, para as analises filogenéticas. A composicao das bases
apresentou uma proporcao similar de A+T/G+C (A = 25,57%, C = 25,36%, G = 24,28%, T =
24,49%, Y (C ou T) = 0,15%, R (A ou G) = 0,07%, M (C ou A) = 0,037%, K (Gou T) =
0,025%, S (C ou G) =0,02%, W (A ou T) = insignificante (0,0025 = 0%)), sendo que das 176
seqliéncias utilizadas para as analises, 102 sdo heterozigotas em, pelo menos, um sitio.

A éarvore filogenética (figura 16) baseada no método de Maxima Verossimilhanga foi
proposta segundo o modelo molecular evolutivo de substitui¢ao nucleotidica HKY+G.

Baseado nas analises prévias com os genes mitocondriais, 13 grupos representando
possiveis unidades evolutivas significativas ou ESUs (Moritz, 1994) foram obtidos. Destes
clados, todos tiveram amostras seqiienciadas para o gene tirosinase. Das 78 comparacdes de
Fy par a par obtidas, 47 apresentaram diferencas significativas com os clados irmaos (tabela

8).

5.4.2 - Rede de haplétipos

A Andlise dos Clados Agrupados (NCA ou Nested Clade Analysis), implementada no
TCS 1.21 (Clement et al., 2000), foi feita a partir dos haplotipos obtidos para os genes
nucleares. Os individuos que apresentaram um ou nenhum sito heterozigoto por seqiiéncia,
tiveram sua seqiiéncias transformada em dois haplotipos, o que também ocorreu para aqueles
que tiveram dois ou mais sitios variaveis, sendo que foram obtidas duas seqiiéncias de
haplotipos mais provaveis, através do programa PHASE (Stephens et al., 2004).

No total, 346 haplotipos para o gene tirosinase foram analisados, gerando seis redes
ndo ligadas entre si e 7 individuos que ndo se agruparam (B. magnussoni 11, Vila Gomes 5,
Sdo Gabriel da Cachoeira 2, Manacapuru 9, 16 e 17, Manaquiri 19). A rede principal foi
composta por 320 haplotipos e foi impossivel encontrar qual haplotipo central, de onde
partiam as principais ramificacdes da rede. Além disto, a enorme quantidade de loops nao
permitiu a escolha da melhor topologia da rede. As outras cinco redes menores foram
formadas somente pelo agrupamento de haplotipos de um mesmo individuo. Destas, a

primeira rede foi formada pelos dois haplétipos do individuo Autazes 3, a segunda e terceira
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Tabela 8: Matriz de significancia para os valores de P da analise de F par a par para o gene tirosinase. Valores significativos de comparagdes par a par estdo assinalados com
+. Valores néo significativos estdo marcados com -.

1 2 13
Vila Sdo 3 4 5 6 / 8 ) 10 1 12 Teotonio
Gomes Gabriel | Autazes Careiro Proboscidea Carelr(.)‘ Barcelos Manacapuru Jm.m Linhagem magnussoni | castaneoticus | Morrinho
Borba Autazes Manaquiri | Manacapuru Morrinho E
1 *
2 _ %
3 B _ %
4 + + - *
5 + + + + *
6 - - - + - *
7 - + - + + + *
8 + + - + + - + *
9 + + - + + + - + *
10 - + + + + - + + + *
11 + + + + + + - - + + *
12 + + + + + - + + + - - *
13 - - - - + - + - - - - - *
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pelos haplotipos de Manaquiri 13 e 15, respectivamente. A quarta rede individual foi
composta pelos haplotipos de Barcelos 8 e, finalmente, a quinta rede pelos hapldtipos de

Barcelos 15.

5.4.3 - NCPA

A analise prévia de tirosinase desenvolvida pelo software TCS 1.21 (Clement et al.,
2000) utilizando critérios de parcimodnia estatistica ao nivel de confianca de 95%, gerou mais
de uma rede de haplotipos sem conexdo. As inferéncias filogeograficas (NCPA), entdo, foram
feitas utilizando apenas os dados separados da maior rede, através do pacote de programas
ANeCA 1.2 (Panchal, 2007). A nova rede haplotipica foi construida e a hierarquizacgao foi
feita automaticamente pelo programa. Apo6s, as inferéncias foram feitas automaticamente pelo
programa utilizando a chave de inferéncia de Templeton (2004). Os resultados estdo
resumidos no Apéndice 2.

A rede formou clados hierarquizados de nivel 7 e cinco inferéncias foram obtidas
nesta analise de NCPA: fluxo génico restrito com isolamento por distancia, dois eventos de
expansao contigua, fluxo génico restrito ou dispersdo mas com alguma dispersao a longas
distancias e, por ultimo, uma analise que sugeria ou fluxo génico restrito ou dispersao com
alguma dispersdo a longas distdncias através de areas intermediarias ndo ocupadas pela

espécie ou ainda fluxo génico passado seguido por extingdo das populacdes intermediarias.

5.5 - Rodopsina
5.5.1 - Filogenia

O gene nuclear rodopsina foi parcialmente seqiienciado para 76 individuos de Rhinella
gr. margaritifer, num total de 274pb. Além disto, foram utilizados 8 seqiiéncias de outras
espécies de bufonideos ( Bufo arunco, B. arenarum, B. amboroensis, B. granulosus, B.
marinus, B. paracnemis, B. spinulosus e B. viridis), que se encontram depositadas no
GenBank, para as andlises filogenéticas. A composi¢do das bases apresentou menor contetido
de guanina (A = 23,55%, C =29,37%, G = 16,61%, T = 30,42%, Y(C ou T) = 0,04%, R(A ou
G) = 0,014%, M(C ou A) = 0,009%, K(G ou T) = insignificante = 0 , S(C ou G) =
insignificante = 0, W(A ou T) = 0,028), sendo que das seqiiéncias de R. margaritifer

utilizadas para as analises, 19 sdo heterozigotas em, pelo menos, um sitio.
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A arvore filogenética (figura 17) baseada no método de Maxima Verossimilhanga foi
proposta segundo o modelo molecular evolutivo de substituicdo nucleotidica J2+G (posada,
2006).

Nesta analise de maxima verossimilhanca para o gene rodopsina também nado foi
possivel verificar a presenca de grupos definidos na arvore filogenética.

Baseado nas analises prévias com os genes mitocondriais, 13 grupos representando
possiveis unidades evolutivas significativas ou ESUs (Moritz, 1994) foram obtidos. Destes
clados, 11 tiveram amostras seqiienciadas para rodopsina. Para este gene, ndo foram obtidos
dados para os clados representando as espécies ja descritas do complexo margaritifer, B.
castaneoticus e B. magnussoni. Das 65 compara¢des de Fy par a par obtidas, apenas 17

apresentaram diferencgas significativas com os clados irmaos (tabela 9).

5.5.2 - Rede de haplétipos

A Andlise dos Clados Agrupados (NCA ou Nested Clade Analysis), implementada no
TCS 1.21 (Clement et al., 2000), foi feita a partir dos haplotipos obtidos para os genes
nucleares. Os individuos que apresentaram um ou nenhum sito heterozigoto por seqiiéncia,
tiveram sua seqiiéncia transformada em dois haplétipos. O mesmo ocorreu para aqueles que
tiveram dois ou mais sitios, sendo que foram obtidas duas seqiiéncias consenso, com o0s
haplétipos mais provaveis.

No total, 152 haplotipos para o gene rodopsina foram analisados, gerando doze redes
(figuras 18 e 19) ndo ligadas entre si e 23 individuos que ndo se agruparam (Vila Gomes 6,
Sao Gabriel 2 e 3, Autazes 2 e 7, Ducke 3, Careiro 1, 5, 7, 14, 15, 16 e 17, Manaquiri 12, 13,
17 e 20, Barcelos 6 e 7, Morrinho 2, Jirau 4 e 5 e Serra do Navio 4). A rede principal foi
composta por 84 hapldtipos e muitos loops. Entretanto, diferentemente do que aconteceu com
o gene de tirosinase, nesta analise foi possivel resolvé-los.

As onze redes menores foram formadas pelos dois haplétipos gerados de um unico
individuo. Foram estes: Vila Gomes 1 e 5, Autazes 4, Ducke 1 e 5, Careiro 3 e 13, Manaquiri
4,11, e 16, Morrinho 1.
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Morrinho Esquerdo - RO (1)
Morrinho Esquerdo - RO (2)
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L —Vila Gomes - AM (5)
—Vila Gomes - AM (6)
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—— Manaquiri - AM (13)
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s34 Manacapuru - AM (11)
Manacapuru - AM (12)
— DQ284003_Bufo_amboroensis
833 —— DQ283966_Bufo_granulosus
DQ283940_Bufo_viridis
DQ283857_Bufo_arunco
DQ283775_Bufo_spinulosus
DQ283789_Bufo_marinus
DQ283791_Bufo_paracnemis
AY844547_Bufo_arenarum

e

Figura 17: Arvore filogenética de
Rodopsina baseada no método da
Maixima Verossimilhanca,
reconstruida com robustez de 1000
replicas nao paramétricas de
bootstrap. O modelo evolutivo foi o
J2+G.
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Tabela 9 Matriz de significancia para os valores de P da analise de F par a par para o gene rodopsina. Valores significativos de comparagdes par a par estdo assinalados com

+. Valores ndo significativos estdo marcados com -.

1 4 6 7 8 9 10 o
Vila Gomes 2 3 Careiro > . Careiro Barcelos Manacapuru Jirau Linhagem Teotgmo
Sao Gabriel Borba | Autazes Proboscidea iy . Morrinho
Autazes Manaquiri | Manacapuru Morrinho E
1 %
2 *
3 _ _ *
4 _ _ %
5 + - - - *
6 + - - + - *
7 + + - + + *
8 + + - + + - + *
9 + - - - - - + - *
10 - - - - - - - - - *
11 - - - - - - + + - - *
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Figura 18: Rede de haplotipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
parcimonia, a partir das seqiiéncias do gene Rodopsina. Foram obtidas doze redes de
haplétipos. Esta rede corresponde a trés possiveis linhagens existentes dentro do
complexo margaritifer. A hierarquizagdo completa dos clados foi omitida para melhor
entendimento da rede de haplotipos. Cada cor corresponde a um nivel de hierarquizacao
(preto = nivel 0; vermelho = nivel [; verde = nivel II; azul = nivel III). Os nomes
originais de coleta foram mantidos e seu sindnimo na arvore filogenética se encontra no
Apéndice 1.
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Figura 19: Redes de haplétipos geradas pelo programa TCS, usando critérios de maxima
parcimonia, a partir das seqiiéncias do gene Rodopsina. Foram obtidas doze redes de
haplotipos. As redes em A foram geradas por haplotipos de um mesmo individuo. Os
haplétipos em B ndo se ligaram a nenhuma rede. Os nomes originais de coleta foram
mantidos e seu sindnimo na arvore filogenética se encontra no Apéndice 1.

5.5.3 - NCPA

A andlise prévia do gene rodopsina desenvolvida pelo software TCS 1.21 (Clement et
al., 2000) utilizando critérios de parcimOnia estatistica ao nivel de confianca de 95%, gerou
mais de uma rede de haplotipos sem conexao. As inferéncias filogeograficas (NCPA), entdo,
foram feitas utilizando apenas os dados separados da maior rede, através do pacote de
programas ANeCA 1.2 (Panchal, 2007). A nova rede haplotipica foi desenhada e a
hierarquizagao foi feita automaticamente pelo programa. Apds, a chave de inferéncia proposta
por Templeton (2004) também foi inferida automaticamente pelo software. Os resultados
estdo resumidos no Apéndice 2.

A rede formou clados hierarquizados de nivel 5 e trés inferéncias foram obtidas nesta
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analise de NCPA. As duas primeiras, no nivel 3, evidenciaram uma possivel fragmentagdo
alopatrica e um evento ou de fluxo génico restrito ou dispersdo com alguma dispersdo a
longas distancias através de areas intermediarias ndo ocupadas pela espécie ou ainda fluxo
génico passado seguido por extingdo das populagdes intermediarias. J& a inferéncia de nivel 4
foi constituida pelas mesmas amostras das duas anteriores € mostrou um presumivel evento de

expansao.
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6 - DISCUSSAO
6.1 -16S

Na arvore filogenética da figura 7, clado 1 foi o mais basal e composto pelo individuo
de Teotonio Esquerdo e trés individuos de Morrinho Esquerdo, ambos provenientes de
Rondoénia, e apresentou um suporte de 93,4% de bootstrap. A distancia genética média deste
grupo em relacdo aos demais foi de 3,62%.

Um individuo de Morrinho Esquerdo se agrupou separadamente dos outros trés,
juntamente com as amostras de Cachoeira do Jirau, formando o clado 11, que parece ser
exclusivamente da regido do alto Rio Madeira. O suporte de bootstrap para este grupo foi de
96,7% e a divergéncia genética média em relag@o ao restante foi de 2,65%. Segundo Fouquet
et al. (2007 a, b), divergéncias maiores que 3,8% sdo usadas para separar espécies cripticas.
Quando os dois clados (1 e 11) que contém individuos de Morrinho Esquerdo sio
comparados, a divergéncia encontrada ¢ de 4%, o que indica a existéncia de possiveis
espécies cripticas simpatricas.

O clado 2 foi formado por uma espécie ja descrita dentro do complexo margaritifer,
Bufo castaneoticus, de Treviso, Para. O valor de suporte de bootstrap nao foi tdo significativo
(76%) e o valor de distancia genética média do grupo em relagdo aos demais foi de 1,94%.

O clado 3 foi composto somente por individuos provenientes da Reserva Ducke. O
valor de bootstrap deste clado foi alto (97,5%) e o valor de divergéncia em relagdo em relagdo
aos demais grupos, que foi de 2,4%. Este grupo provavelmente corresponde a uma das
espécies ja descrita do complexo margaritifer, Rhinella proboscidea. Esta espécie, comum da
Amazonia central, tem o nariz mais proeminente que o comum para o grupo ¢ ¢ tipica do local
onde foi coletada, a Reserva Florestal Adolpho Ducke, Manaus, Amazonas (A.P.L.,
comunicacdo pessoal).

O clado 4 foi composto tanto por alguns individuos (4, 5 e 6) da Serra do Navio,
Amapa, quanto por espécimes da Guiana Francesa que ndo possuem crestas craniais. O valor
de suporte de bootstrap para este grupo nao foi alto (79,6%), mas a distancia genética média
deste grupo em relagdo aos demais foi de 2,34%.

Os outros espécimes da Serra do Navio (1, 2 e 3) formaram o clado mais diverso
quanto ao numero de localidades, o grupo 5, composto também por alguns individuos de
Careiro, Autazes, ambos Amazonas, e duas diferentes linhagens da Guiana Francesa, R.
margaritifer A e B. Segundo estudo de Fouquet e colaboradores (2007a), estas duas linhagens

possuem grandes crestas craniais, o que estes autores sugerem ser uma sinapomorfia do
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grupo. Entretanto, este ndo é o padrdo refletido nesta analise com o gene 16S, pois os
individuos de Careiro e Autazes apresentam crestas discretas, ndo expandidas lateralmente
(figura 20). Ao verificar as distancias genéticas par a par para averiguar se o agrupamento
destes individuos realmente estava correto, foi possivel notar valores muito baixos de
divergéncias entre as localidades. As divergéncias entre Careiro/Serra do Navio e
Autazes/Serra do Navio foram de 0,2%, entre Careiro/Guiana e Autazes/Guiana variou em 0,4
e 0,7% e entre Careiro/Autazes foi zero. Apesar do baixo valor de suporte de bootstrap
(75,6%), a distancia genética dentro do grupo foi muito baixa (0,4%) e a divergéncia deste

grupo em relacdo aos demais foi alta, de 2,64%.

Figura 20: Diferencas morfologicas entre um espécime de Autazes (AM) e da Guiana
Francesa, pertencentes ao clado 5. Ao contrario do que foi proposto por Fouquet et al.
(2007a), crestas craniais extremamente expandidas dorsolateralmente ndo parecem ser um
sinapomorfia para o grupo.

Fotos: A - Daniela Leroy; B — Fouquet et al. (2007a)

Outros individuos de Autazes ainda formaram um clado com a amostra de Mutum
Esquerdo, Rondoénia (grupo 9). O grupo teve um suporte baixo, de 72,1%, entretanto a
divergéncia média em relagdo aos outros grupos foi de 2,67%. Apesar da grande distincia
geografica entre as duas localidades, a distancia dentro do grupo foi baixa, de 0,4%.

Os espécimes de Careiro se dividiram em dois grupos, no clado 5, conforme descrito
acima, e no clado 10, juntamente com todos os individuos de Manaquiri. Este foi o maior
clado formado, com 25 individuos, e apresentou a maior diversidade dentro do grupo, de
0,9%. Apesar de baixa robustez, com bootstrap de 72,7%, a distancia genética média em
relacdo aos outros clado foi de 2,25%, conforme indica a figura 7. As duas areas amostrais se
localizam na margem direita do rio Solimdes e estdo muito proximas geograficamente
(aproximadamente 100 Km), permitindo o fluxo génico entre as populagdes continuas desta

regido, o que poderia explicar este agrupamento.
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Ja os espécimes de Manacapuru se dividiram em dois clados distintos. O clado 7
incluiu individuos desta localidade e também de Barcelos, Amazonas. O valor de suporte de
bootstrap foi mediano, de 88,8%, e a divergéncia média em relagdo aos demais grupos foi de
2,57%. O outro grupo, o clado 14, foi composto somente por espécimes deste local, tem
grande robustez (93,8% de bootstrap) e distancia de 1,87% em relagdo aos outros grupos.
Como s6 estas duas localidades amostradas pertencem a regido geografica da margem direita
do rio Negro e o rio ¢ uma barreira ao fluxo génico, como proposto por Wallace (1849, 1876),
podemos extrapolar o raciocinio para a existéncia de duas provaveis linhagens simpatricas e
exclusivas desta regido.

O grupo 12 foi formado por todos os individuos de Borba e Sao Gabriel da Cachoeira,
ambos Amazonas. O valor de divergé€ncia genética média deste grupo em relagdo aos demais
foi de 2,5% e o suporte de bootstrap foi de 65%, valor baixo para corroborar monofilia para o
grupo.

Todos os individuos de Vila Gomes, Amazonas, se agruparam em um Unico grupo, o
clado 13. Este grupo foi bem suportado, com valor de bootstrap de 94,4% e distancia genética
média em comparagdo com os grupos foi de 2,15%. Apesar da proximidade de menos de 10
Km com Borba e estar na mesma margem do rio Madeira, a distancia genética ¢ de 1,3% entre
os clados 12 e 13, valor relativamente alto quando comparado com as divergéncias dentro dos
grupos (0,4% para o clado 12 e 0,1% para o 13).

O ultimo grupo, grupo 6, foi formado apenas pelo individuo da Guiana Francesa da
linhagem R. margaritifer C.

Como se sabe, o gene inicialmente proposto para fazer identificagdo molecular de
espécies (barcoding) foi o citocromo oxidase subunidade I. Entretanto, Vences e
colaboradores (2005) verificaram que o gene mitocondrial 16S € muito mais informativo para
anfibios e deve ser usado também em estudos que visam a identificagdo e o esclarecimento de
um taxon por ferramentas moleculares. Além disso, € util tanto na resolucdo de divergéncias
genéticas profundas quanto no esclarecimento das relacdes filogenéticas entre taxa que se
divergiram mais recentemente (Graybeal, 1997). Tudo isto corrobora a existéncia de
diferentes linhagens e fornece evidéncias de que ha varias espécies em potencial dentro do
complexo margaritifer.

Na analise de NCA, a maior rede de haplotipos (figura 8, A) foi composta por oito
clados coincidentes com a arvore filogenética de maxima verossimilhanca (MV). Estes clados
foram agrupados em diferentes niveis hierarquicos. No nivel hierarquico zero (na figura,

representado por um grupo um nivel hierarquico acima, I-2), sete individuos de Manacapuru
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se agruparam num unico haplotipo, correspondente ao clado 14 na arvore de MV. Este possui
um haplétipo ancestral com os clados formados pelas duas amostras de B. castaneoticus
(clado I-1) e trés amostras da Serra do Navio + R. margaritifer E (clado III-3). Estes dois
clado foram coincidentes com as analises de MV, corroborando a existéncia destas trés
possiveis linhagens de mesmo ancestral, representadas pelos clados I-1, 1-2 e I1I-3.

Todos os individuos da Reserva Ducke se agruparam dentro de um tnico haplétipo no
primeiro nivel hierarquico (nivel zero, representado no esquema da rede maior dentro no
clado de nivel hierarquico superior, I-3).

Os individuos de Sao Gabriel da Cachoeira formaram um tnico haplétipo e se agrupou
no nivel hierarquico Il com a populacdo de Borba, que compartilhou dois haplétipos,
formando o clado II-1. A populacdo de Sao Gabriel da Cachoeira parece ser ancestral da
populacdo formada por Vila Gomes (clado 1I-2), sendo que estas duas estdo separadas por
quatro passos mutacionais. Os clados II-1 e II-2 também foram coincidentes com a arvore de
MV.

No segundo nivel hierarquico, duas localidades de Rondonia se agruparam: Cachoeira
do Jirau, com todos seus individuos, e Morrinho Esquerdo, com apenas um de seus individuos
(clado III-2). Este grupo corresponde ao clado 11 da arvore de MV e esta separado dos outros
clados por muitos passos mutacionais.

O maior clado, tanto pela quantidade de hapldtipos quanto pelo nimero de individuos,
no nivel hierarquico trés, foi formado por todos os individuos de Manaquiri e a maioria dos
individuos de Careiro (clado III-1). Este grande clado também foi coincidente com o gerado
pela arvore de MV. Um grande niimero de individuos de Manaquiri compartilhou um unico
haplotipo (haplotipo 13664), de onde parece ter se originado todo o clado.

O possivel haplotipo ancestral esta representado pelo passo mutacional circulado de
amarelo. Supde-se, entdo, que a partir deste haplotipo foi originada esta grande rede
haplotipica, que parece ter tido um ancestral na regido da Amazonia central, de onde se
dispersou para o leste, ao longo do Amazonas, até a regido da Serra do Navio (Amapa), e para
o0 oeste, subindo o rio Madeira.

A segunda maior rede (figura 9, B) foi formada por dois grupos coincidentes com os
encontrados na arvore de MV. O primeiro clado (II-1) corresponde ao grupo 7 da arvore
filogenética e compreende todos os individuos de Barcelos e alguns de Manacapuru. Este
grupo esta separado por sete passos mutacionais do clado II-3 que ¢ composto por alguns
individuos de Careiro, Autazes e Serra do Navio, todos também representados dentro de

outros clados. Todos os individuos de Careiro estdo representados por um unico haplétipo,
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situacdo que também ocorre com os espécimes de Serra do Navio. Este clado parece ter se
divergido a partir de Autazes, pois esta é localidade do hapldtipo central do grupo
(representada na figura como 12917), que ¢ possivelmente o ancestral, de onde partem os
haplétipos dos outros dois pontos amostrais. Este clado indica, ainda, uma subdivisdo do que
foi proposto na arvore filogenética, dentro do clado 5, que incluia também as linhagens da
Guiana Francesa R. margaritifer A e B. Esta inclusdo foi feita baseada nas distancias par a
par, quando comparados os individuos de Careiro, Autazes e Serra do Navio com essas duas
linhagens, que mostraram divergéncias variando de 04-0,9%, valores baixos para se
considerar linhagens distintas. Ainda na arvore de MV, a linhagem R. margaritifer C nao foi
inclusa dentro do clado 5, pois os valores de divergéncia par a par foram altos, variando de
1,6-1,8%.

A figura 9, C é uma pequena rede com somente haplotipos tnicos, todos do estado de
Rondonia. Este clado ¢ coincidente com o grupo 1 da arvore filogenética de MV, e ¢
composto por quatro de trés individuos de Morrinho Esquerdo e um espécime de Teotonio
Esquerdo. O outro individuo de Morrinho se encontra no clado I11-2, da figura 8, A.

Outro individuo representante de Rondo6nia, proveniente de Mutum Esquerdo, se
encontra no clado da figura 9, D agrupado com individuos de Autazes numa rede que
corresponde ao clado 9 da arvore filogenética de méxima verossimilhanga.

Estas duas analises, tanto na arvore filogenética quanto na rede haplotipica, mostram
uma corroboragdo entre os dados do gene 16S quando analisados sob critério de maxima
verossimilhanga (arvore) ou sob critério de maxima parcimonia (rede). Esta concordéncia ¢é
mais um indicativo de que cada grupo definido com este gene mitocondrial possa realmente
significar uma linhagem distinta dentro do complexo margaritifer.

A anélise de NCPA com o gene 16S sugeriu que as populagdes de Vila Gomes, Borba
e Sdo Gabriel da Cachoeira tenham sofrido fragmentacdo alopatrica, num agrupamento de
nivel hierarquico III. Esses grupos correspondem aos clados 12 e 13 da andlise de MV (figura
7) e 1I-1 e 11-2 da rede haplotipica (figura 9, organizada um nivel abaixo). Para corroborar se
esta inferéncia tem suporte estatistico, foi feito um teste de AMOVA e Fst. Forte estruturagao
foi encontrada nestas analises (®gs7 variando de 0,8424 a 0,89619 ¢ 86,11% da variacdo entre
as localidades e apenas 13, 29% dentro destas), mostrando que talvez os individuos aqui
analisados ja correspondam a unidades taxondmicas (espécies ou linhagens) diferentes.

Todos os individuos de Manaquiri, alguns de Careiro, todos do Jirau e o individuo 4
de Morrinho Esquerdo (correspondentes aos clados 10 e 11 da analise de MV da figura 7 e

aos clados III-1 e III-2 da rede haplotipica da figura 9, organizados um nivel hierarquico

59



abaixo) formaram um clado para o qual foi inferido algum tipo de colonizagdo a longa
distancia e/ou evento de fragmentacdo no passado. Para confirmar, realizaram-se os testes D
de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997) para verificar se as amostras das diferentes localidades
(Manaquirit+Careiro+Rondonia) estdo em desequilibrio de mutacdo-deriva. Um desvio do
equilibrio ¢ pressuposto para uma recente expansdo populacional ou algum evento de gargalo
de garrafa em situagdes em que ndo ha nenhuma vantagem seletiva entre os haplotipos. Nem
o teste de Tajima (-0,79240) nem o de Fu (-1,31567) foram significativos a P=0,1, ndo sendo
possivel corroborar estatisticamente o que foi proposto pela chave de inferéncia. As distancias
entre as populagdes de Rondonia e as do Amazonas sdo quase 800Km, o que explicaria os
resultados obtidos. Também podemos considerar o surgimento do rio Madeira como uma
barreira ao fluxo (conforme teoria proposta por Wallace, 1849) entre as populagdes dos dois
estados, que estdo em margens opostas, sendo que esta separacdo do rio como uma barreira
possa ter levado a algum tipo de gargalo de garrafa entre a populagcdo ancestral e a nova
populagao.

Por ultimo, foi inferida fragmentagdo alopatrica entre alguns individuos de
Manacapuru, alguns da Serra do Navio e a espécie ja descrita B. castaneoticus, de Treviso,
Paré (clados 2, 4 e 13 da arvore de MV da figura 7 e clados I-1, I-2 e III-1 da figura 9, com
exce¢do dos individuos da Guiana Francesa que ndo foram analisados). Para confirmar
estatisticamente esta inferéncia, um teste de ®ST deveria ser feito. Entretanto, as populagdes
tétm um N muito baixo (menor que 5 individuos por localidade, sendo Manacapuru = 7
individuos, Serra do Navio = 3 e Treviso = 2), o que ndo d4 suporte estatistico para as
analises. Este efeito de fragmentagdo inferido pode ser resultado do simples fato de que néo
ha amostragem entre as trés localidades, ou seja, ndo existem amostras nas areas
intermedidrias aos pontos de coleta.

A analise da segunda rede de 16S (figura 10-B) apontou a existéncia de fragmentacao
alopatrica entre a populagdo de Barcelos e individuos de uma possivel linhagem existente em
Manacapuru (clado II-1 da figura 10, B ou grupo 7 da arvore de MV da figura 7). Para
confirmar, testes de AMOVA e ®ST foram feitos. Um alto valor de ®ST (0,8249) e grande
variacdo interespecifica (82,49%) sdo um forte indicativo da estruturagdo destas localidades.
Isso pode ser um indicativo de que estas populagdes estdo se separando e que formaram, ou
ainda formam, uma unica linhagem que devido a falta de individuos fazendo conexao nas
areas intermediarias, podem estar sofrendo algum processo de especiacdo ou diferenciacdo. Ja
a analise de todo cladograma da figura 10, B, que incluiu também possiveis linhagens

existente em Careiro, Autazes e Serra do Navio, do mesmo modo apresentou um possivel
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evento que levou a fragmentago alopatrica das populagdes. Os mesmos testes foram feitos,
apesar no baixo numero de individuos de algumas populagdes. A AMOVA mostrou que
93,5% da diferenciagdo ¢é entre as localidades e apenas 6,5% ¢ dentro. Os valores de ®ST ndo
foram significativos para Careiro e Autazes, ndo mostrando nenhum tipo de estruturacdo entre
estas duas, que, provavelmente, correspondem a uma linhagem (conforme dados que também
foram obtidos com as analises de MV, como indica a figura 7). O valor de @ST total foi alto,
0,93497, mostrando forte estruturacdo entre as populagcdes. Para se ter uma idéia desta
diferenciagdo, o ®ST entre Manacapuru e Serra do Navio foi igual a 1.

Stuart et al. (2008) utilizaram o gene 16S e outros genes mitocondriais para
identificar linhagens dentro das espécies de anuros Odorrana livida ¢ Rana chalconota.
Segundo os autores, estas linhagens representam espécies distintas, pois vivem em simpatria e
mostram longa histéria evolutiva de isolamento, como pode ser inferido pela profunda
divergéncia genética. Como essa divisdo em possiveis espécies ainda sera confusa devido a
similaridade morfologica e ao fato de que ocorrem em simpatria, o autores sugerem que este
estudo seja complementado com investigagdes sobre vocalizagdo e sobre o micro habitat de
girinos e adultos, ja que estes foram coletados em sintopia, a poucos centimetros um do outro.
Os espécimes de R. margaritifer do presente trabalho também foram, em sua maioria,
coletados em sintopia € possuem grande polimorfismo em coloragdo € em padrao de manchas
do dorso e ventre, e ndo foram feitos estudos sobre os microhabitat, sugerindo que, assim
como no trabalho de Stuart e colaboradores (2006), outras investigacdes devem ser feitas para
corroborar o status de espécies das linhagens encontradas, além de ajudar na identifica¢do das
mesmas apos uma possivel descricao.

Fouquet e colaboradores (2007b) utilizaram 60 seqiiéncias de 16S do DNA
mitocondrial para realizar uma estimativa minima do nimero de espécies de sapos ainda nao
descritas da Amazdénia e das Guianas. Utilizando andlises filogenéticas, isolamento por
distancia e valores de distancia molecular, verificou-se uma variagdo de 0-3% dentro das
populacdes das Guianas e valores de distdncia variando de 3-7% nas comparagdes entre
Guianas e populagdes da América Sul. Os autores argumentam o uso de 3% de divergéncia
para identificar candidatos a espécies de anuros neotropicais e rejeitam o valor de 6% que
havia sido proposto previamente por Vences et al. (2005). Segundo os autores deste estudo de
2007, valores altos (como 6%) levam a riscos de encobrir potenciais espécies ¢ subestimam a
biodiversidade da anurofauna. Neste trabalho de Fouquet et al. (2007b) foi possivel identificar

de 170 a 460 taxa candidatos a espécie somente na amostragem de 60 espécies desta regido. Ja
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no presente estudo, se considerarmos o valor de divergéncia proposto de 3%, teremos, pelo
menos, quatro linhagens indicando potenciais espécies.

Uma andlise filogenética do gene mitocondrial 16S, juntamente com estudos de
morfologia externa e canto, foi feita por Padial ¢ De la Riva (2009) para um estudo de
taxonomia integrativa de anfibios do género Pristimantis. P. peruvianus, do sul do Peru e do
norte da Bolivia, ndo ¢ a mesma espécie encontrada na terra firme da Amazodnia, indicando a
existéncia de linhagens cripticas, sendo descritas no trabalho como novas espécies. A
descricao através do uso do gene 16S e ferramentas morfologicas e ecoldgicas (acusticas)
mostraram que a taxonomia integrativa pode levar ao descobrimento de muitas espécies,
solucionando alguns problemas taxonomicos antigos. Este estudo mostrou como diferentes
evidéncias podem ser ferramentas poderosas para resolver problemas taxonémicos e descobrir
linhagens cripticas dentro de grupos complexos de sapos. Os valores de divergéncia do estudo
de Padial e De La Riva (2009) foram muito parecidos com o do presente trabalho. Neste
sentido, o presente estudo colabora gerando informacdes sobre a diversidade genética em
determinados locais, que pode ser evidenciada pela presenga de diferentes linhagens
ocorrendo em simpatria. Isto pode ser um indicativo da existéncia de outras espécies cripticas
dentro do complexo margaritifer, pois estas ja foram relatadas por Fouquet ¢ colaboradores
(2007a) na Guiana Francesa.

O gene mitocondrial 16S ndo se mostra eficaz apenas em estudos com anuros. Um
exemplo ¢ o trabalho de Sturmbauer et al. (1999) que estudaram a filogenia do oligoqueto
bioindicador de polui¢cdo ambiental Tubifex tubifex. Cinco grandes clados foram identificados
e a divergéncia variou de 5,9%-13%. Os individuos de diferentes linhagens variaram também
na resisténcia ao cadmio, sugerindo que a evolugdo destes animais parece ter sido
predominantemente por sele¢ao natural atuando sobre os caracteres fisioldgicos, do que nos
caracteres morfologicos. T. tubifex ndo foi um taxon homogéneo, possivelmente consistindo
de, pelo menos, duas diferentes linhagens genéticas que podem representar possiveis espécies,
algumas com grandes distancias evolutivas. Se o status de espécie for valido, ndo é possivel
distinguir as diferentes espécies por caracteres morfologicos externos. Este pensamento pode
ser estendido para este trabalho com o complexo margaritifer, ja que a selecdo natural ndo
parece atuar expressivamente nos caracteres morfologicos (pois o isolamento € pré-zigoético,
feito pelo canto de chamada para acasalamento), as linhagens ndo podem ser distinguidas pela
morfologia externa e as distancias evolutivas no presente estudo com o grupo de sapos foram

significantes (variando de 1,87%-3,62 % entre as possiveis linhagens de R. margaritifer).
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6.2 - 128

Na arvore filogenética de maxima verossimilhanga para o gene 12S (figura 10), o
clado 1 foi formado por alguns individuos de Manacapuru e dois espécimes da espécie ja
descrita do complexo margaritifer, Bufo magnussoni, que, segundo a distribui¢do proposta
por Lima et al. (2007), se localiza no municipio de Belterra ¢ na Floresta Nacional do
Tapajos, ambos no Para. O valor de suporte de bootstrap foi de 74,5% e a distancia genética
média em relag¢do aos demais grupos foi de 4,06%.

O cladoo 3 foi formado somente por dois individuos de B. magnussoni, com distancia
genética em relagdo aos outros clados de 3,79% e alto valor de suporte de bootstrap. Este
valor de divergéncia foi o mais baixo encontrado nesta analise com o gene 128 ¢ o fato de que
¢ formado por apenas dois espécimes, ndao incluindo outras amostras desta espécie, que ou
ficaram agrupadas em outro clado ou sozinha na arvore, pode ser devido a algum tipo de erro
de seqiienciamento ou na edi¢do das seqiiéncias.

O clado 4 foi composto somente por dois individuos do Careiro, com altos valores de
bootstrap (97,3%) e de divergéncia (4,34%) . Assim como na analise anterior com o gene
16S, os individuos do clado 4 ndo se agruparam junto com os espécimes 1, 2, 3 ¢ 4 da mesma
localidade (que se encontram dentro do clado 9), dando indicios que no Careiro ocorrem, pelo
menos, duas possiveis linhagens simpatricas distintas.

O grupo 7 foi composto por alguns individuos da Serra do Navio e pela linhagem
descrita por Fouquet e colaboradores (2007a) como R. margaritifer E. O valor de suporte de
bootstrap para o grupo foi baixo (68,4%), assim como a divergéncia média em relagdo aos
demais clados (3,91%), entretanto, este padrdo ¢ bem explicado geograficamente devido a
proximidade do local de coleta com a Guiana Francesa.

O clado 8 ¢ composto por dois individuos de Autazes e pela inconsisténcia da
topologia filogenética desta analise de maxima verossimilhanga com 12S talvez os outros
espécimes desta localidade possam ser agrupados juntos, formando um unico clado. O valor
de divergéncia do grupo em relagdo aos demais clados foi de 4,58%, suportado por um valor
de bootstrap de 89,5%.

O clado 9 formado por alguns individuos de Autazes, alguns do Careiro, alguns da
Serra do Navio e as linhagens da Guiana Francesa R. margaritifer A e B. Todas estas
localidades ja tiveram amostras em outros grupos, o que indica que estes quatro pontos
amostrais possam ter linhagens diferentes ocorrendo em simpatria. O suporte de bootstrap

deste grupo foi de 79,2% e a distancia média em relagdo aos outros grupos foi de 5,3%. A
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possivel linhagem representada por este clado ¢ de ampla distribuicdo amazdnica, se
estendendo, possivelmente, da Amazonia central até o Escuda das Guiana.

O grupo monofilético representado pelo clado 12 teve robustez média de 86% de
suporte de bootstrap e englobou todos os individuos de Barcelos e alguns de Manacapuru,
com valor de distancia genética média em relagdo aos outros grupos de 4,38%. Este grupo
pode representar uma linhagem que ocorre na margem direita do rio Negro. Além disto,
individuos de Manacapuru estdo presentes também no clado 1, como discutido anteriormente.
Isso indica que nesta localidade pode haver duas possiveis linhagens vivendo em simpatria.

Na analise haplotipica de maxima parcimdnia, a maior rede de haplotipos (figura 11,
A) foi formada por 11 grupos. O maior e mais abrangente clado foi o III-1, composto por
alguns individuos de Careiro e todos de Manaquiri. Entretanto, dentro deste clado III-1, neste
terceiro nivel de hierarquizagdo, ha um individuo num unico haplétipo (12053, na rede
haplotipica), o I-1, que ¢ o mesmo do grupo 1 na arvore filogenética e corresponde a um
individuo da espécie ja descrita B. magnussoni.

Existem mais cinco grupos nesta figura 11, A do terceiro nivel hierarquico. O grupo
III-2 ¢ composto por todos os individuos de Vila Gomes e um tnico individuo da Serra do
Navio. Alguns destes espécimes do Amazonas formam o clado 5 nas analises de MV, sendo
que nesta arvore o individuo 5 do Amapa (ou 13193 na rede de haplotipos) se encontra dentro
do clado 1.

Todos os outros individuos do clado 7 da arvore de MV, com excecdo do citado
acima, estdo representados na rede de haplotipos pelo grupo III-3 que ¢ composto por Serra
do Navio+R. margaritifer E.

O grupo I1I-4 é composto por todos os individuos de Borba ¢ da Reserva Ducke, sem
correspondéncia com algum clado da arvore filogenética mostrada anteriormente. Este grupo
II1-4 esta conectado por dois passos mutacionais ao grupo I-2, que ¢ formado apenas pelo
individuo 2 (na rede representando por 13109) de Sdo Gabriel da Cachoeira. O outro
individuo desta localidade, o espécime 3, ndo teve seu haplotipo conectado a nenhuma rede (e
corresponde a 13110, na figura 12, H).

Os haplotipos que compdem o grupo III-5 sdo todos da Cachoeira do Jirau e
correspondem ao grupo 2 da analise de MV. Este grupo esta ligado por dois passos
mutacionais ao clado II-3, que ¢ composto pelos mesmos individuos do clado 1 da arvore
filogenética.

Esta rede maior formada na analise do gene 12S ¢ ainda composta por dois grupos de

segundo nivel hierarquico. O clado II-1 é formado pelos individuos 12 € 13 de Careiro e se
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encontram dentro do grupo 4 proposto na arvore de MV. Ja o clado II-2 ndo corresponde a
nenhum clado definido na arvore de MV, somente aos individuos B. castaneoticus 1 e 2, que
estdo a oito e nove passos mutacionais, respectivamente, do individuo 7.

A rede de haplotipos apresentada na figura 12, B € composta por um grupo (I1I-6),
sendo formado pela linhagem R. margaritifer A e alguns individuos da Serra do Navio. Este
grupo estd conectado por dois passos mutacionais com o clado 1-4, composto por Autazes +
Careiro + R. margaritifer B, sendo, estes dois juntos analogos ao grupo 9 da arvore
filogenética, e separados por quatro passos mutacionais do grupo I-3, composto pela linhagem
C da Guiana Francesa e idéntico ao grupo 10 da analise de MV.

A rede composta por dois haplétipos da figura 12, E € formada por dois individuos de
Autazes, correspondendo ao clado 8 da analise de MV. Ja a pequena rede da figura 12, F
também tem dois individuos de hapldtipos tnicos e corresponde ao clado 13 da arvore de
verossimilhanga.

A figura 12, G corresponde ao clado 12 e ¢ formada por todos os individuos de
Barcelos e alguns de Manacapuru.

A figura 12, H corresponde aos hapldtipos que ndo se ligaram a nenhuma rede. Sao os
individuos 12916 e 12921 correspondentes aos espécimes 3 ¢ 9 de Autazes , 12073 e 122334
correspondentes ao grupo 3 da espécie B. magnussoni, um espécime de Sao Gabriel (13110
ou individuos 3), um da Reserva Ducke (13131 ou individuo 4) ¢ o ultimo do Jirau (13248 ou
individuo 8).

As duas analises, tanto na arvore filogenética sob o critério da maxima
verossimilhan¢a quanto na rede haplotipica sob o critério de maxima parcimonia, mostram
uma corroboragdo entre os dados do gene 12S, assim como aconteceu para o gene de 16S.
Esta concordancia ¢ mais um indicativo de que cada grupo definido com este gene
mitocondrial possa realmente significar uma unidade evolutiva distinta dentro do complexo
margaritifer.

Para o gene 128, as andlises de NCPA tiveram dois cladogramas estudados. O maior
gerou trés possiveis inferéncias. No clado de segundo nivel hierarquico, foi inferido para
alguns individuos de Careiro, Manaquiri, Serra do Navio, um espécime de B. magnussoni e
todos os individuos de Jirau um evento de expansdo contigua, que ndo pode ser testado com
um teste de Fu ou D de Tajima, pois o nimero amostral para as analises foi muito baixo (1
individuo para Serra do Navio ¢ B. magnussoni, 2 para Careiro, 4 espécimes para Manaquiri e
5 para Jirau). Dois clados hierarquicos de terceiro nivel tiveram inferéncias feitas nesta

analise. O primeiro contou com alguns individuos de Careiro e de Manaquiri, para os quais
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foi inferida, também, um evento de expansdo contigua. Testes de D de Tajima e Fs de Fu ndo
foram significativos para a localidade de Careiro, ndo corroborando com a hipotese de
expansdo proposta pela analise de NCPA. Ja o teste de Fs de Fu, que ¢ mais sensivel ao efeito
de selecao que o teste D de Tajima, baseia-se na probabilidade de observar determinado
numero de alelos em uma amostra de determinado tamanho, condicionado ao nimero médio
observado das diferengas par-a-par (Fu, 1997), foi significativo para Manaquiri, mostrando
que aquela populagdo estd em expansdo. Como na rede haplotipica, um haplotipo desta
localidade ¢ o mais central, isso pode ser um indicio de que este possa ser um centro de
origem de uma possivel espécie composta por estas duas regides (como informa a figura da
arvore de MV para o gene 12S) ou um centro de origem, conforme teoria proposta por
Hershkovitz (1977) e Reig (1984) a partir de onde houve a dispersao destes sapos.

Para o segundo clado de nivel III, foi inferido algum tipo de restri¢ao do fluxo génico
com isolamento por distincia. Este evento ocorreu com toda populagdo do Jirau, a espécie B.
magnussoni e possiveis linhagens existentes em Manaquiri, Careiro, Serra do Navio e
Manacapuru. Teste de AMOVA mostrou que ha uma moderada estruturagdo, sendo 71,29%
das divergéncias devido as diferencas entre as localidades e 28,71% dentre elas. O ®@ST foi de
0,71289. E compreensivel entender que haja um isolamento entre as popula¢des do Para,
Amapa e Amazonas devido as grandes distancias geograficas entre elas.

O segundo cladograma analisado para 12S foi o da figura 12, correspondente ao dos
grupos B, C e D. Um possivel evento de fragmentagdo alopatrica pode ter separado estas
populagdes/linhagens. Entretanto, ndo foi possivel testar estatisticamente esta hipotese e
corroborar estes resultados, ja que o namero de individuos das localidades foi muito baixo (4
individuos para Autazes e Careiro e 3 para Serra do Navio). Como as localidades do
Amazonas estdo muito distantes geograficamente da Serra do Navio, o resultado obtido pode
ser um efeito da falta de amostragem entre os pontos de coleta. Entretanto, pode ter ocorrido
realmente uma fragmentag@o que reteve esta linhagem dentro do refugio da Guiana, proposto
por Haffer (1969).

Dawood et al. (2002) utilizaram o gene mitocondrial 12S para propor a filogenia de
sete espécies conhecidas e trés ainda ndo descritas do género Tomopterna (Anura: Ranidae).
Como estes anuros s@o cripticos, dificeis de distinguir utilizando caracteres morfologicos ¢
amplamente distribuidos (trés caracteristicas comuns as espécies ja conhecidas e as ainda nao
descritas de Rhinella gr. margaritifer) na Africa Subsaariana, ferramentas moleculares se
mostraram uteis para gerar hipoteses sobre os limites das espécies e suas relacdes

filogenéticas. As divergéncias entre as espécies de Tomopterna variaram de 1,6% a 7,6%,
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sendo que no presente trabalho nenhuma divergéncia entre as possiveis linhagens foi menor
que 2,43% com o gene 128, indicando que para os anuros este pode ser um bom valor pra
indicar possiveis espécies, quando comparado com este estudo de sapos africanos, em que
todas as espécies conhecidas formaram clados monofiléticos. Tomopterna também foi
monofilético quando comparado com grupos externos de outros géneros, assim como R.
margaritifer foi monofilético quando comparado a B. marinus.

O gene 128 foi utilizado por Olsson e colaboradores (2005), juntamente com os genes
citocromo b e o gene nuclear mioglobina intron II, para estimar a filogenia de dois géneros
(Phylloscopus e Seicercus) de aves. As espécies inclusas nestes géneros sao dificeis de ser
distinguidas morfologicamente, como ocorre com as espécies ja descritas do complexo
margaritifer. Nas analises, trés clados bem suportados foram encontrados para os dois
géneros, com divergéncias de 6,2%-8,8%: o primeiro abrangendo do Himalaia até o sudeste
de Asia, o segundo compreendendo a regido central da China e o terceiro clado agrupando as
espécies do sudeste chinés. Alguns caracteres moleculares foram condizentes com
caracteristicas morfologicas/ecologicas, entretanto estas ndo podem ser usadas como
diagnostico para alguns grupos, pois as divergéncias morfoldgicas variam consideravelmente
dentro dos mesmos, o que também ocorre em R. margaritifer. Como outros géneros ja haviam
sido sugeridos para estes taxa, os autores enfatizam a importancia de uma amostragem mais
densa dessas aves para que sejam feitos estudos filogenéticos intra-géneros que possam
corroborar possiveis mudancas taxondmicas. Também sugerimos uma amostragem mais
densa, principalmente ao longo do rio Amazonas, ponto deficiente em coletas.

Aguiar Jr. et al. (2007) utilizaram o gene 12S combinado com outros genes para
verificar as relagdes filogenéticas dentro e entre os géneros Pseudis e Lysapsus. Estas analises
resultaram em trés clados com valor suporte de 100% de bootstrap. O primeiro clado foi
formado por todas as espécies analisadas do gé€nero Lysapus. O clado dois foi formado por
pelas subespécies de P. paradoxa e pelas espécies P. fusca, P. tocantins e P. bolbodactyla. Ja
o terceiro clado foi composto pelas espécies do sul do Brasil, P. cardosoi e P. minuta. Além
disto, foi possivel verificar que Pseudis ndo ¢ monofilético em relacdo a Lysapus. Estas
analises corroboraram com estudos utilizando caracteres morfologicos, cariotipicos e de
seqiiéncias de DNA feitos anteriormente, mostrando que este marcador, principalmente
quando associado a outros marcadores, como ¢ o caso do presente trabalho, ¢ muito util no

estabelecimento das relagdes filogenéticas entre as espécies
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6.3 - Mitocondriais

Nas hipoteses filogenéticas obtidas na analise conjunta dos genes mitocondriais (figura
13), os espécimes oriundos de Rondonia foram agrupados em dois clados distintos ¢ bem
suportados: um clado mais basal, composto por dois individuos de Morrinho Esquerdo (grupo
1) e o outro incluindo as amostras da Cachoeira do Jirau (grupo 11). O primeiro apresentou
suporte de bootstrap de 100% enquanto o segundo de 99,47%. Esta separagdo em dois
grupos de individuos de uma mesma regido macro-geografica pode ser um indicio da
existéncia de duas possiveis linhagens distintas ocorrendo em simpatria.

Os espécimes provenientes da Serra no Navio, Amapa, também se agruparam em dois
clados distintos. O primeiro grupo foi formado apenas por individuos desta localidade, com
suporte de bootstrap de 93,7% (grupo 8). O segundo grupo incluiu, além de trés espécimes
desta localidade, amostras de Autazes e do Careiro, ambos Amazonas, num valor de suporte
de bootstrap de 100% (grupo 2). A distancia genética entre estes dois clados foi de 4,1%.
Essa grande distdncia genética ocorrendo entre individuos simpatricos ¢ um indicativo da
existéncia de duas possiveis linhagens evolutivas diferentes e independentes. Apesar da
grande distancia geografica entre Careiro/Autazes e a Serra do Navio, o agrupamento de duas
regides tdo distantes poderia indicar a existéncia de uma linhagem mais amplamente
distribuida ao longo do rio Amazonas.

Individuos de Autazes também se agruparam em um clado exclusivo para este
localidade (grupo 4; com valor suporte de bootstrap de 86,5%), distinguindo-se do outro
grupo com representantes desta localidade (grupo 2) em 3,7%, num valor de distancia
genética alto, indicando, também, a possivel existéncia de duas linhagens nesta localidade.
Espécimes do Careiro se agruparam tanto neste grupo 2 quanto no grupo 9, junto com todas
as amostras de Manaquiri, Amazonas, formando o maior grupo tanto em topologia quanto em
numero de espécies. A diferenca genética entre estes dois grupos foi de 3,9%, novamente
sugerindo a existéncia de grupos simpatricos diferentes na regido do Careiro.

Os resultados desta hipdtese filogenética apontaram também a existéncia de um tnico
grupo (grupo 7) envolvendo trés diferentes regides macro-geograficas: alto rio Negro, alto rio
Madeira e Manaus. Este grupo incluiu todos os espécimes de Borba, Reserva Ducke e Sao
Gabriel da Cachoeira, todos Amazonas, num valor de suporte de 82,4%, com distancias
genética média deste grupo em relagdo aos demais de 2,96%. Este ¢ um forte indicio da
existéncia de outra linhagem mais amplamente distribuida pela Amazonia central, que
provavelmente co-ocorre com outras linhagens. Isto pode ser suposto porque Barcelos,

Amazonas, esta na regido macro-geografica do alto rio Negro e entre a Reserva Ducke e Séo
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Gabriel, mas foi agrupado em um clado distinto, juntamente com sete individuos de
Manacapuru, Amazonas (clado 3). Este grupo formado por Barcelos € Manacapuru tem um
valor alto de suporte, com 97,4% de bootstrap, ¢ 3,04% de distancia genética média em
relagdo aos demais grupos.

Espécimes de Manacapuru formaram, ainda, dois grupos distintos. O primeiro (grupo
12) foi composto por cinco individuos e com valor de suporte de 99% e 2,23% de distancia
genética em relag@o aos outros grupos. O segundo clado (grupo 5) foi formado por apenas um
individuo e o valor de suporte de bootstrap foi muito baixo (54,1%). Comparando-se as
distancias genéticas médias entre os grupos que sdo compostos por individuos de Manacapuru
tem-se: 1,6% de distancia entre os clados 3 e 5, 2,8% entre os grupos 3 ¢ 12 ¢ apenas 1,3%
entre os clados 5 e 12, sendo que estes baixos valores associados ao clado 5 podem indicar
algum tipo de erro de metodologia para o estabelecimento do grupo.

A espécie do grupo margaritifer ja descrita, Bufo castaneoticus, formou um grupo em
que seu unico espécime foi o representante (grupo 6). Apesar do baixo valor de bootstrap
(72%), a distancia genética média deste grupo em relacdo aos demais ¢ de 2,33%, mostrando
que este valor ¢ o suficiente para descrever espécies, ja que corresponde a uma espécie ja
descrita do complexo margaritifer. Além disto, a regido macro-geografica de B.
castaneoticus, Treviso, no Para, ndo inclui nenhum outro individuo nestas analises, o que
apoia a idéia de que cada grupo atribuido a esta hipotese filogenética possa representar uma
linhagem evolutiva distinta, ja que todos possuem distancia genética maior do que a associada
ao grupo composto pela espécie B. castaneoticus, que ¢ endémica da regido do Tapajos, Para,
e ocorre em simpatria com outra espécie descrita do grupo, B. magnussoni.

Ja na analise baseada no método da maxima parcimonia (MP), a maior rede de
haplotipos (figura 14 A) foi formada por sete grupos. O maior em niimero de individuos e
haploétipos foi o clado IV-1, composto por alguns individuos de Careiro e todos de Manaquiri,
e este € idéntico ao grupo formado na arvore de MV pelo grupo 9.

Um grande grupo, no quinto nivel hierarquico, abrangeu trés localidades diferentes. O
clado V-1 é composto por todos os individuos de Borba, da Reserva Ducke e o Unico
individuo de Sao Gabriel da Cachoeira que teve seu haploétipo incluso dentro de uma rede.
Este grupo corresponde ao mesmo obtido nas andlises de MV, o grupo 7.

Dentro desta rede haplotipica também foi formado outro grupo de nivel hierarquico
quatro, o clado IV-2, formado por todos os individuos de Cachoeira do Jirau e correspondente
ao grupo 11 da arvore filogenética para a combinacdo dos dois genes mitocondriais. Dois

grupos no terceiro nivel hierarquico foram formados: o primeiro, o clado III-1 abrangeu todos
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os individuos de Vila Gomes ¢ corresponde ao clado 10 da arvore de MV. O segundo clado,
II1-2, ¢ formado pelos mesmos individuos da Serra do Navio presente no grupo 8 da analise
filogenética.

Ainda dentro da rede haplotipica maior da figura 14, A estad um pequeno clado, I-1,
formado por um unico individuo e haplétipo de B. castaneoticus, individuo 2, correspondente
ao grupo 6 da arvore de verossimilhanca.

A figura 15, B corresponde a uma rede formada por todos os individuos de Barcelos e
alguns de Manacapuru, andloga ao clado 3 da analise de MV.

A rede com varios passos mutacionais entre os haplotipos mostrada na figura 16, C é
similar ao clado 4 da arvore filogenética, exceto pelo fato que o individuo de Autazes que nao
teve seu hapldtipo ligado a nenhuma rede, conforme ja comentado anteriormente, ficou de
fora.

A rede da figura 15, D ¢ formada pelos individuos de Morrinho Esquerdo e
corresponde ao clado 1, o mais basal, da arvore de MV. Ja a figura 15, E, também no segundo
nivel hierarquico, corresponde ao clado 12 formado somente por individuos de Manacapuru.

A ultima rede haplotipica, figura 15, F, foi composta por alguns individuos das
localidades de Autazes, Careiro e da Serra do Navio. Estas trés dreas amostrais tiveram seus
espécimes alocados em, pelo menos, dois clados diferentes da rede haplotipica. Este grupo
corresponde ao clado 2 da arvore filogenética construida utilizando o critério da maxima
verossimilhanca.

Estas duas analises sob diferentes critérios (maxima verossimilhanga para a arvore
filogenética e maxima parcimonia para a rede haplotipica) geraram resultados bastante
similares para os dados mitocondriais concatenados, o que também aconteceu quando cada
um dos genes foi analisado separadamente. Essa corroboracao ¢ mais um indicio de que cada
um dos grupos aqui definidos possa representar linhagens distintas ou unidades evolutivas
significativas (ESU) dentro do grupo de espécies Rhinella margaritifer. Estas ESUs sdo
definidas por Moritz (1994) como grupos reciprocamente monofiléticos para o mtDNA, que,
por vezes, pode ser considerado um conceito de espécie (conforme utilizado por Cracraft,
1983; Frost e Hillis, 1990).

A analise de NCPA conjunta dos dois genes mitocondriais resultou em quatro
possiveis inferéncias para o maior cladograma, apresentado na figura 15, A. A primeira
inferéncia filogeografica num clado de nivel 5 composto pelos individuos de Manaquiri,
Careiro, Jirau ¢ a espécie B. castaneoticus (correspondente aos clados I-1, I1I-2 e VI-2 da rede

MV da figura 14) mostrou a existéncia de um fluxo génico restrito e/ou dispersdo com algum
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tipo de dispersdo a longas distancias. Entretanto, o proprio software de analise propde que ha
poucos clados sendo analisados, o que gera baixa resolucdo genética para discriminar entre
expansdo/colonizagdo e dispersdo restrita/fluxo génico restrito. Levando-se em consideragao
as grandes distidncias geograficas, ¢ compreensivel que, se houver fluxo génico entre as
populagdes de Rondonia, médio Amazonas e Pard este seja restrito. Este agrupamento
poderia, entdo, ser explicado por algum tipo de retencdo de polimorfismo ancestral, ja que,
pelo menos para as amostras do Amazonas, as caracteristicas ecoldgicas ndao sdo semelhantes
com as da espécie ja descrita, que sdo caracterizadas por viverem em cascas de castanhas
(observagdo pessoal).

O segundo clado, de quinto nivel hierarquico, foi formado pelos individuos de Borba,
Sao Gabriel e Reserva Ducke, (correspondente ao clado 7 da arvore de MV e ao clado V-1 da
rede haplotipica). As analises de NCA sugerem que estas populagdes estdo passando por
algum tipo de restri¢io ao fluxo génico. E interessante notar que entre Borba e Reserva
Ducke, que estdo a menos de 150 Km de distancia, existe o rio Negro, que pode atuar como
uma barreira ao fluxo génico. Como o N dessas populacdes ¢ muito baixo (inferior a 5
individuos por populagdo), ndo ¢ possivel fazer um teste para corroborar estatisticamente esta
inferéncia.

O ultimo clado no nivel hierdrquico 5 foi formado por uma possivel linhagem da Serra
do Navio e alguns individuos de Manaquiri, sugerindo que estes tenham sofrido fragmentagao
alopatrica. Apesar de apenas trés individuos da Serra do Navio formarem este clado, foi feito
um teste de AMOVA e Fst que mostrou estruturacdo entre as populacdes das duas
localidades, com a variagdo inter-populacional (70,85%) maior que a intra-populacional
(29,15%) e ®ST = 0,70852.

O cladograma total da andlise dos genes mitocondriais concatenados apresentou um
processo de expansao continua. Entretanto, como das 9 localidades que esta rede abrange
apenas 3 tém cinco ou mais individuos, testes estatisticos para verificar equilibrio mutacao-
deriva (Fs de Fu e D de Tajima) ndo teriam suporte, pois baixos nimeros amostrais podem
apresentar valores que ultrapassam o desvio padrao.

Yanek et al. (2006) analisaram a combinagdo dos genes mitocondriais 12S e 16S para
avaliar se um dos padrdes mais comuns que explicam a fauna das Antilhas também serve
como modelo para Leptodactylus validus. L. validus formou com grupo monofilético com
100% de bootstrap com L. pallidirostris, que ocorre no Brasil ¢ nas Guianas, sendo as
distancias genéticas par a par menores que 1%. Valores abaixo de 1% também foram

utilizados no presente estudo para agrupar individuos em um tinico grupo. Como os caracteres
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morfoldgicos sdo insuficientes para resolver os limites de espécies dentro deste complexo (o
complexo L. podicipinus-wagneri), o status destas duas espécies era muito discordante, o que
também ocorre dentro do complexo margaritifer. Com esta analise, os autores sugerem que L.
pallidirostris ¢ um sinénimo de L. validus, representando um unico taxon. Este estudo mostra
que assim como os genes mitocondriais conseguem resolver divergéncias genéticas
profundas, entre géneros e familias, e entre taxa mais recentemente divergidos, estes possuem
resolugdo filogenética adequada também para verificar apenas divergéncias intra-especificas,
se mostrando uteis para a validagcdo e identificagdo molecular de espécies, que ¢ um dos
objetivos do presente trabalho.

Ron et al. (2006) propuseram a filogenia dos anuros tropicais do género Engystomops
(pertencentes ao grupo de espécies Physaleumus pustulosus) utilizando os dois genes
codificantes de rRNA do DNA mitocondrial. A filogenia encontrada foi congruente com
revisdes sistematicas anteriores baseadas em outros caracteres moleculares e também com
caracteristicas morfologicas. A filogenia incluiu todos os taxa conhecidos e duas espécies
ainda ndo descritas. O género foi monofilético e acredita-se que seja constituido por 10 ou 11
espécies. Engystomops ¢ filogeneticamente muito relacionado com Physalaemus, o que
explica porque até recentemente estes dois foram considerados um Ttnico género
(Physalaemus), com 49 espécies. Os autores discutem, ainda, a importancia de se propor
filogenias moleculares dos anfibios neotropicais, pois estes ainda sdo subentendidos, e estas
analises podem levar ao reconhecimento de um grande numero de espécies, 0 que esperamos
que aconteca a medida que R. margaritifer seja mais estudado..

Vallinoto e colaboradores (2010) conduziram uma analise filogenética do complexo de
espécies Rhinella marina utilizando os genes mitocondriais 12S, 16S, além do citocromo b.
Oito das dez espécies ja reconhecidas do complexo foram analisadas e agrupadas em dois
grandes clados, o primeiro formado por amostras do oeste andino (América Central e
Equador) e o outro formado pelas amostras da bacia Amazbnica e das areas ao leste dos
Andes. R. marina nio foi um clado monofilético, suportando a seguinte tricotomia: o grupo
correspondente ao primeiro clado informado acima, o segundo grupo com todos os membros
do leste da bacia Amazonica e o terceiro grupo composto pela espécie R. crucifer do leste do
Brasil (estes dois ultimos formando o segundo maior clado, também ja descrito
anteriormente). Altos niveis de divergéncia (5,8-6,4%) foram encontrados quando
comparados os clados do leste da Amazonia e do Peru com o clado da América Central e
Equador. Altos valores de distancia genética também foram encontrados na comparagdo entre

o grande primeiro clado (4,5% de divergéncia entre Equador e América Central). Apesar das
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evidéncias indicarem a existéncia de duas ou trés espécies cripticas dentro do grupo R.
marina, os autores afirmar a necessidade de evidéncias através estudos morfologicos e o uso
de marcadores nucleares para definir o status taxondmico dentro das linhagens encontradas.
Os valores de divergéncia encontrados para aceitar um possivel status de espécie foram
maiores do que os obtidos para R. margaritifer. Entretanto, a area amostral do presente
trabalho foi bem menos ampla do que a do trabalho de Vallinoto et al. (2010), o que pode ser
responsavel pelos valores de divergéncias mais discretos.

Todos os trabalhos aqui citados mostram a eficacia dos genes mitocondriais para o
estabelecimento das relagdes filogenéticas, principalmente entre grupos complexos de
espécies. Os anfibios sdo geralmente caracterizados por alta diferenciacdo genética e altas
divergéncias par a par intra-especificas para os genes 12S e¢ 16S do DNA mitocondrial
(Vences et al., 2005 a,b). Entretanto, segundo Meyer et al. (2006), o uso exclusivo de dados
gerados por gene mitocondriais podem levar a interpretagdes erroneas devido a ocorréncia de
introgressao e separacao incompleta de linhagens (incomplete ou divergential lineage sorting).
Por isso € tdo importante combinar marcadores mitocondriais com o uso de genes nucleares,

como foi feito no presente trabalho

6.4 - Tirosinase

Na arvore filogenética do gene tirosinase (figura 16), os espécimes ndo se agruparam
em clados nitidos, sendo que este gene na analise de maxima verossimilhan¢a ndo apresentou
resolucdo filogenética.

A andlise de Fg par a par para verificar diferencas significativas para corroborar a
existéncia de ESUs na amostragem (tabela 8) mostrou que das 78 comparacgdes obtidas, 47
foram significativas, mostrando diferencas entre os clados irmaos. Estes resultados sdo uteis
inclusive para esclarecer relacdes que ndo foram concordantes entre as andlises dos genes
mitocondriais. Um exemplo ¢ que para a hipdtese filogenética do gene 16S, Borba+Sao
Gabriel da Cachoeira formam um clado independente da Reserva Ducke, o que ndo ocorre
com a analise dos genes mitocondrias concatenados, que forma um nico grupo monofilético
para as trés localidades. Entretanto, a analise com o gene tirosinase mostrou diferencas
significativas entre os dois clados, corroborando que estes formam duas ESUs independentes.
Estes resultados também podem gerar subsidios para investigar a distribuicdo de uma espécie.

Segundo a hipotese filogenética para o gene 12S, Manacapuru provavelmente abriga a espécie
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B. magnussoni, resultado que pode ser confirmado pela falta de diferencas significativas na
analise com tirosinase.

Estes resultados também mostraram diferencas significativas entre comparagdes de
individuos de uma mesma localidade, como pode ser observado para Careiro e Manacapuru, o
que enfatiza a existéncia de diferentes linhagens cripticas simpatricas.

A analise de NCA com o gene tirosinase sugeriu algumas hipoteses para explicar os
possiveis eventos que levaram a grande diversidade dentro do complexo margaritifer. Trés
clados de terceiro nivel hierarquico geraram hipoteses filogeograficas. O clado 3-1 foi
formado por alguns individuos de Autazes, Manacapuru, Barcelos, Careiro, pelo tunico
espécime de Mutum e Teotdnio e por um individuo da espécie ja descrita B. magnussoni,
sugerindo que o fluxo génico esteja restrito entre estes, com isolamento por distancia.
Obviamente, este isolamento pode ser explicado pela distancia entre algumas localidades
(como Treviso, no Para, e Mutum e Teotonio, Rondonia, distantes aproximadamente 1800
Km) e a presenca de diversas barreiras fisicas entre estes, como rios, por exemplo. Para
corroborar esta hipotese, deveria ter sido feita uma AMOVA, entretanto, apenas 2 localidades
tem cinco individuos, sendo todas as outras com niimero amostral mais baixo que este valor, o
que ndo da suporte estatistico para esta analise. O clado 3-6 mostrou um processo de expansao
de area contigua entre um individuo de Manaquiri, dois de Serra do Navio e dois espécimes
de Bufo castaneoticus. Como o nimero amostral por localidade ¢ baixo (menor que 5
individuos), um teste Fs de Fu ou D de Tajima também ndo teria suporte estatistico para
confirmar esta hipdtese, que pode ter sido gerada ao acaso, ja que estas trés localidades néo
sdo adjacentes. O ultimo clado deste nivel, o clado 3-8, foi formado por uma possivel
linhagem da Serra do Navio, um individuo de Barcelos, um de Autazes e dois de Manacapuru.
Esta analise indicou fluxo gé€nico restrito ou dispersdao com algum tipo de movimento a longas
distdncias, mas como o numero de individuos ¢ baixo, também nao foi possivel aplicar um
teste estatistico para corroborar o evento.

No quarto nivel hierarquico, dois clados foram obtidos com algum tipo de resposta
filogeografica. O primeiro, clado 4-1, foi o maior e mostrou um evento de expansdo entre
alguns individuos de Manacapuru, Careiro, Manaquiri, Ducke, Vila Gomes, Borba, Autazes,
Serra do Navio, Mutum, Jirau, quatro individuos de B. castaneoticus e um espécime sem
identificagdo tido apenas como pertencente ao género Rhinella. Mesmo com o nimero de
individuos baixo para algumas localidades, foram feitos testes de Fs de Fu e D de Tajima para
tentar confirmar esta expansao. O teste D de Tajima ndo foi significativo em nenhuma analise,

enquanto o Fs de Fu foi significativo para Manaquiri, Careiro, Reserva Ducke, Serra do
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Navio, B. magnussoni e B. castaneoticus a P=0,01 e significativa para Borba a P=0,017. Isto
significa que a hipdtese de expansdo € corroborada estatisticamente para estas localidades, ou
que, como a regido génica examinada ¢ intronica ¢ ndo ha nenhum tipo de pressdo nesta
regido que leve a vantagem seletiva entre os haplotipos, pode estar ocorrendo algum tipo de
gargalo de garrafa. O segundo clado, 4-2, foi formado por alguns individuos de Autazes,
Careiro, Manaquiri, Manacapuru, Barcelos, Serra do Navio e um espécime de Mutum e um de
B. magnussoni. Foi inferida a possibilidade de o fluxo génico estar restrito entre as
localidades, assim como dispersdo com dispersdo a longas distancias ndo estando as areas
intermediarias ocupadas e ainda fluxo génico no passado seguido de extingdo nas areas
intermediarias. Para verificar, foi feita uma AMOVA, sendo cada localidade tratada como
uma populagdo, que verificou a falta de estrutura populacional entre as localidades amostradas
com ®ST =0,25926 e a variacdo intra-populacional (74,07%) maior que a inter-populacional
(25,93%). Este resultado corrobora com a analise de maxima verossimilhanca que mostrou

que analisado sozinho, o gene tirosinase ndo possui sinal filogenético.

6.5 — Rodopsina

Na arvore filogenética do gene rodopsina (figura 17), os espécimes nao se agruparam
em clados nitidos, sendo que este gene na analise de maxima verossimilhanga ndo apresentou
resolucgdo filogenética.

A analise de Fy par a par para verificar diferencas significativas para corroborar a
existéncia de ESUs na amostragem (tabela 9) mostrou que das 65 comparagdes obtidas, 17
foram significativas, mostrando diferengas entre os clados irméos. Estes resultados podem
mostrar diferengas significativas entre comparacdes de individuos de uma mesma localidade,
como pode ser observado para Careiro e Manacapuru, o que enfatiza a existéncia de diferentes
linhagens cripticas simpatricas.

Na analise baseada no método da maxima parcimonia (MP), a maior rede de
haplétipos (figura 18) foi hierarquizada até o terceiro nivel, onde trés agrupamentos foram
formados. O clado III -1 foi formado por alguns individuos de Sdo Gabriel da Cachoeira,
Autazes, Borba, Reserva Ducke, Manaquiri, Barcelos, Manacapuru, todos Amazonas,
Morrinho Esquerdo, Cachoeira do Jirau, ambos Rondénia, e Serra do Navio, no Amapa. Este
agrupamento, como ja foi explicado anteriormente, ndo pode ser corroborado pelas analises

de MV.
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Outros dois clados de terceiro nivel hierarquico foram obtidos nesta rede maior. O
clado III-2 foi formado somente por individuos de Manacapuru, mas também ndo teve
nenhuma correspondéncia com os clados que englobavam individuos desta localidade nas
analises dos genes mitocondriais. O clado III-3 foi formado por dois individuos de Barcelos,
um de Manaquiri e outro de Autazes, também sem nenhuma correlacdo com os clados obtidos
nas analises anteriores.

Para o gene rodopsina foram encontradas trés inferéncias filogeograficas nas analises
de NCPA. O clado 3-1 foi formado por um individuo de Manacapuru e trés de Manaquiri e
Barcelos, mostrando um processo de fluxo génico restrito ou dispersdo a longas distancias nao
estando as areas intermedidrias ocupadas ou ainda fluxo gé€nico no passado seguido de
extingao nas areas intermediarias. O clado 3-3 inferiu um processo de fragmentacao alopatrica
entre um individuo do Jirau e trés de Manacapuru. Ja4 o terceiro clado, de quarto nivel
hierarquico, ¢ a jun¢@o dos dois clados apresentados anteriormente, mostrando um processo
de expansao contigua. Apesar do baixo nimero amostral, apenas este tltimo clado foi testado
estatisticamente através de testes de D de Tajima e Fs de Fu. Estes mostraram no Fs de Fu
para Manaquiri, Barcelos e Manacapuru, evidenciando a existéncia de algum tipo de evento
de expansdo nestas areas. Jirau ndo foi significativo, provavelmente, porque neste clado

incluia apenas os dois haplotipos de um mesmo individuo.

6.6 - Discussao geral

Duas hipodteses podem explicar esta falta de resolugdo na arvore filogenética e na rede
de haplétipos para os dois genes nucleares analisados. A primeira suposicdo seria de que as
possiveis linhagens dentro do complexo margaritifer sdo tdo recentemente divergidas que as
mutacdes ainda ndo foram fixadas no genoma nuclear. Entretanto, para anfibios, as
divergéncias genéticas sdo profundas (como pode ser visto nos trabalhos de Grant et al., 2006,
Elmer et al., 2007; Lehtinen et al., 2007; Stuart et al., 2008; Santos et al., 2009; Vallinoto et
al., 2010; Thomé et al., 2010, dentre outros) o que provavelmente também ocorre dentro deste
grupo de espécies, ja que os valores de divergéncias para as analises de 12S, 16S e 12S+16S
foram altos.
A outra hipétese ¢ que estas analises filogenéticas ndo foram apropriadas para separar em
grupos claros, pois estas variacdes podem ser intra-especificas. Entretanto, se utilizarmos o

conceito filogenético muitas espécies ja podem ser diferenciadas. Esta falta de resolucdo pode
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ser, ainda, explicada devido a presenca de muitos alelos ancestrais e a falta de um padrao de
bifurca¢do que separasse 0s grupos.

Fouquet et al. (2007a) utilizaram para as analises filogenéticas de R. margaritifer da
Guiana Francesa com genes nucleares apenas um individuo das linhagens previamente
identificadas com os genes mitocondriais. Com isto, utilizando os grupos externos, os autores
conseguiram estabelecer as posigdes filogenéticas dentro do complexo margaritifer e também
em relag@o a outros anuros.

Faivovich et al. (2005), na sua revisdo sobre a familia Hylidae, utilizaram maxima
parciménia para a constru¢do da arvore filogenética, o que permitiu a analise conjunta de
dados nucleares e mitocondriais, sendo que assim ha um balango contra o excesso de
mutacdes do mtDNA em relagdo a conservacdo do genoma nuclear. O mesmo pode ser dito
para a arvore da vida dos anfibios proposta por Frost e colaboradores em 2006.

Entretanto, como no presente trabalho as andlises dos genes nucleares foram feitas
separadamente entre si e também dos genes mitocondriais, podemos concluir que o estudo
separado de seqiiéncias nucleares ndo se mostrou 1til para as reconstrugdes filogenéticas. Isto
pode ser devido as diferentes taxas de substituigdo nucleotidica entre os genomas
mitocondriais e nucleares, que tem suas taxas de mutagcdo fortemente influenciadas pelo
metabolismo, tempo de geracdo e historia de vida (Rand, 1994). Acredita-se que as
substituigdes no mtDNA ocorram de 5 a 16 vezes mais rapidamente que nos genes nucleares
(Slade et al., 1994; Moriyama e Powell, 1997; Johnson e Clayton, 2000; Sheldon et al,. 2000;
Crawford, 2003). Entretanto, estes genes mostraram diferengas significativas entre as
possiveis unidades evolutivas, como mostrado nas tabelas 7 e 8. Algumas destas diferencas
foram concordantes entre os genes tirosinase e rodopsina e sdo um indicio de divergéncias
antigas entre os clados. Manacapuru e Manacapuru-Barcelos apresentam divergéncias
profundas para os genes nucleares nao somente entre si, mas também com Borba-Sao Gabriel,
Careiro-Autazes (possivelmente representando R. margaritifer linhagem A) e Reserva Ducke
(provavelmente correspondendo a espécie R. proboscidea); Vila Gomes tem divergéncias
antigas com Reserva Ducke, Manacapuru e Jirau-Morrinho; Manaquiri-Careiro possui
divergéncias antigas com a possivel linhagem A e Manacapuru-Barcelos; e, por ultimo,
Teotonio-Morrinho mostra divergéncias profundas com a linhagem existente em Manquiri-
Barcelos.

Como nao h4, ainda, um status taxonomico definido entre os dados analisados e tudo
esta sendo tratado com pertencendo a uma Unica espécie, os dados e reais inferéncias

biogeograficas podem ter sido mascarados e ndo corresponder aos ocorridos com uma
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possivel espécie deste complexo. Isto porque unidades taxondmicas diferentes tém historias
evolutivas distintas, o que pode explicar a imprecisdo das andlises filogeograficas, que foram
pouco coincidentes. Para os genes mitocondriais ainda foi possivel alguma resposta
comparativa com as analises de maxima verossimilhanga, o que ajudou para a constatacdo da
ocorréncia de diferentes linhagens, ou até mesmo espécies, dentro de Rhinella gr.
margaritifer.

Quatro processos inferidos pela andlise de NCPA mostraram concordancia espacial.
Tanto os gene de 16S quanto 12S indicaram que ocorreu algum evento de fragmentagdo
alopatrica na regido composta por Careiro, Autazes e Serra do Navio. Como estas localidades
pertencem ao mesmo clado que as linhagens A e B da Guiana Francesa, estas provavelmente
também foram afetadas pelo evento, que pode ser, entdo, uma explicagdo para o agrupamento
de individuos de localidades tdo distantes em um unico clado. Além disto, a area
intermediaria deve ser amostrada para verificar se as populacdes estdo realmente
fragmentadas ou se isto é apenas devido a falta de amostragem nas areas intermediarias. Para
tanto, sugerimos futuras coletas ao longo da margem esquerda do rio Amazonas e mais
amostras da regido brasileira correspondente ao Escudo da Guianas. O segundo evento
inferido e concordante para os genes 12S e mitocondriais concatenados foi uma expansao
contigua em Manaquiri, Careiro, Treviso, Serra do Navio e Jirau. Também foi verificada uma
expansdo em Treviso, para os individuos de B. castaneoticus, e na Serra do Navio, para os
individuos que se agrupam como R. margaritifer linhagem E. A expansdo de um ancestral,
como corroborado nas analises de NCPA com tirosinase e dados mitocondriais, com algum
evento posterior que impediu contato entre as duas areas pode ter levado a esta diferenciagao.
Por ultimo, foi visto concordancia espacial entre os dois genes nucleares para ou uma
restri¢ao ao fluxo génico, ou para dispersdao com algum contato a longas distdncias, mas sem
populagdes nas areas intermedidrias ou, ainda, fluxo génico passado seguido por extingao das
populagdes intermediarias. Este evento ocorreu com a linhagem de Manacapuru e Barcelos,
que tem baixo fluxo génico ou retencdo de polimorfismo ancestral com a regido de Manaquiri.

Visto isto, na regido estudada e, ainda, utilizando dados da Guiana Francesa, foi
possivel chegar a conclusdo que existem 13 possiveis linhagens dentro do grupo Rhinella
margaritifer (conforme figura 21): a primeira linhagem correspondendo a espécie ja descrita
B. magnussoni; uma linhagem correspondente a espécie B. castaneoticus; uma linhagem com
ampla ocorréncia ou vivendo em areas ndo continuas, ocorrendo No Careiro, em Autazes,
incluindo a linhagem da Guiana Francesa conhecida como R. margaritifer A que se estende

até a regido do Amapa, onde co-ocorre com outra linhagem que ¢ a mesma proposta por
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Fouquet et al. (2007a) e conhecida como R. margaritifer E; uma linhagem que ocorre na
Reserva Ducke e corresponde a espécie ja descrita R. proboscidea; uma linhagem que
possivelmente tem ocorréncia mais ampla, se estendendo, pelo menos, mas ndo
necessariamente de maneira continua, de Borba a Sdo Gabriel da Cachoeira; uma linhagem
ocorrendo na regido de Autazes, que € simpatrica a uma linhagem que ocorre nesta localidade
até Careiro; na regido do Madeira € possivel verificar duas linhagens também simpatricas,
uma mais ampla, ocorrendo de Morrinho a Cachoeira do Jirau ¢ uma de menor area,
abrangendo Teot6nio a Morrinho; uma linhagem ocorrendo ao longo de uma grande area do
rio Negro, de Manacapuru a Barcelos e a ultima linhagem ocorrendo exclusivamente em
Manacapuru.

Hass e colaboradores (1995) também sugerem que exista um grande numero de
populagdes simpatricas, isoladas reprodutivamente, que devem ser designadas como espécies.
Os autores ainda acreditam, baseados apenas em observacdes morfologicas, que este
complexo inclui um grande niimero de espécies, sendo a maioria de pequena distribuicao,
parcialmente sobreposta ou alopatrica, como pode ser comprovado com os resultados do
presente trabalho.

Portanto, podemos levar em consideracdo a defini¢ado de ESU (Moritz, 1994), que
define monofilia reciproca para o mtDNA e divergéncias significantes para loci nucleares.
Esta pode ser usada como sinonimo de espécie, como ja foi visto na literatura. Além disto, o
autor sugere que o critério seja mais aplicavel em espécies de baixa vagilidade, onde as
populagdes locais sdo bastante diferenciadas, o que torna o conceito ainda mais forte no
estabelecimento de possiveis espécies no presente estudo.

Entretanto, sabemos que uma definicdo meramente molecular ndo ¢ aplicavel na
pratica. Por isso sugerimos que estes dados atuem como base para indicar locais de alta

diversidade, onde R. margaritifer deve ser melhor estudada.
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margaritifer. Cada cor corresponde a uma linhagem encontrada no presente trabalho.

Mapa original de Marilyn J. Weitzman. Modificado por Tibério Gonzaga de Figueiredo.
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7 - CONCLUSOES

Os sapos pertencentes ao complexo Rhinella margaritifer ainda causam grande
confusdo entre os herpetdlogos e outros estudiosos pela complexidade para se entender o
grupo. Sua histdoria taxondmica ¢ umas das mais complicadas dos anuros neotropicais e
poucos esfor¢os tém sido feitos para tentar entender este grupo de espécies. Assim sendo,
grandes estudos envolvendo a anurofauna desta regido acabam por organizar tudo dentro de
um unico complexo na tentativa de minimizar erros de classificagdo. A duas ou mais espécies
erroneamente classificadas como uma unica espécie ¢ dada o nome de espécies cripticas
(Bickford et al., 2006). Assim sendo, o presente estudo teve por objetivo propor uma hipotese
filogenética que tentasse estimar quantas possiveis espécies cripticas ha dentro do grupo na
regido estudada.

Foram encontradas 11 linhagens e corroborada a distingdo entre estas com duas
espécies ja descritas deste complexo, Bufo magnussoni ¢ B. castaneoticus. Algumas destas
linhagens foram simpatricas e mostraram altos valores de diferenciagdo genética (como
apresentados nas arvores de maxima verossimilhanca e na figura 20). Estas linhagens, assim
como proposto por Hass e colaboradores (1995) sdo, em sua maioria, de pequena distribui¢cdo
e parcialmente sobrepostas ou alopatricas. Na tentativa de obter novas evidéncias que definam
mais fortemente o status de espécies destas linhagens, propomos que seja aumentada a area e
nimero amostral e feitos outros estudos relacionados as caracteristicas ecologicas,
principalmente ao canto, ja que o isolamento dentro deste complexo € pré-zigotico, feito pelo
canto de anuncio para reprodugao.

Como as linhagens ndo foram analisadas separadamente para as inferéncias
filogeograficas, os dados ndo foram tdo precisos para estas andlises de maxima parcimonia.
Entretanto, para os genes mitocondriais, foi possivel corroborar estes dados com os obtidos
filogeneticamente pelo método da maxima verossimilhanga, dando mais indicios de que estas
linhagens correspondam a possiveis espécies. Além disto, foi visto concordancia espacial para
um evento de fragmentacao alopatrica que ocorreu entre Careiro, Autazes ¢ Serra do Navio,
um processo de expansao foi inferido ocorrendo em Manaquiri, Careiro, Treviso, Serra do
Navio e Jirau. Também foi verificada uma expansdo em Treviso, para os individuos de B.
castaneoticus, e na Serra do Navio. Por ultimo, foi visto concordancia espacial para, ou uma
restricdo ao fluxo génico, ou para dispers@o com algum contato a longas distidncias, mas sem

populacdes nas areas intermediarias ou, ainda, fluxo génico passado seguido por extin¢do das
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populacdes intermedidrias, ocorrendo com a linhagem de Manacapuru e Barcelos, que tem
baixo fluxo génico ou retengdo de polimorfismo ancestral com a regido de Manaquiri.

O complexo Rhinella margaritifer ndo parece mostrar um padrdo morfologico
diagnostico e todas as linhagens distintas simpatricas foram coletadas em sintopia, isto &,
vivendo uma ao lado da outra. Assim sendo, seqiiéncias de DNA podem ser usadas da mesma
maneira que outros dados para gerar hipoteses sobre o status e os limites de espécies. Por isso
acreditamos que os grupos definidos nestas analises sdo unidades evolutivas significativas
(ESU) e podem ser considerados possiveis espécies. Entretanto, acreditamos que o processo
para a delimitacdo e descri¢do de uma espécie exige que se conheca sobre sua biologia,
comportamento e outras caracteristicas de vida.

Mas sabemos que as taxas da perda de diversidade sdo alarmantes. Muito da riqueza
da regido neotropical pode estar sendo perdida e por isso sugerimos esfor¢os imediatos para
se conhecer mais sobre este complexo de espécies cripticas. Com o colapso atual da
biodiversidade, o entendimento e conhecimento da ocorréncia de espécies é um fator

mitigador da perda de diversidade.
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Apéndice 1
Tabela de amostras

APENDICES

A tabela abaixo mostra a localidade, coordenadas geograficas, nome da amostra na analise de
NCA e seu correspondente na arvore filogenética de maxima verossimilhanga dos individuos

de Rhinella gr. margaritifer.

Nome da Nome da amostra na
Localidade Coordenadas amostra na . e
analise NCA arvore filogenética

12778 1

12779 2

Vila Gomes S 04°19°30.2° 12780 3

W 59°41°02.7”’ 12781 4

12782 5

12783 6

13108 1

~ . . N 00°04°37.1° 13109 2
Sao Gabriel da Cachoeira W 67°05°28.5°" 13110 3
13111 4

12914 1

12915 2

12916 3

Autazes S 03°36°35.7° 12917 4

W 59°30°49.5” 12918 5

12919 6

12920 7

12921 8

12773 1

. S 04°16°28.6° 12774 2

Borba Novo Horizonte W 59939°20.2°" 12775 3
12776 4

13128 1

S 03°05°03.4° 13129 2

Reserva Ducke W 59°58°11 4’ 13130 3

' 13131 4

13132 5

Lago Miriti — Careiro S 03°20°43.4° 13524 1
W 59°31°33.3” 13525 2

12526 3

13528 4

13647 5

13648 6

13649 7

13650 8

13651 9
13652 10
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13653 11

13654 12

13655 13

13656 14

13657 15

13658 16

13659 17

13660 18

13661 1

13664 2

13665 3

13666 4

13965 5

13966 6

13967 7

13968 8

13969 9

.. S 03°25°39.9° 13970 10
Manaquiri W 50°27°50.3’ 13971 11
13972 12

13973 13

13974 14

13975 15

13976 16

13977 17

13978 18

13979 19

13980 20

13981 21

13686 1

13695 2

13700 3

13701 4

13702 5

13703 6

oA s 13719 7

Barcelos — Rio Unini \3 2101(9)’42‘;‘9" , 13731 8
' 13732 9

13733 10

13734 11

13737 12

13750 13

13766 14

13767 15

Sdo Jodo do Ubin - S 03°11°52.8° 13965-B 1
Manacapuru W 60°26°33.0° 13966-B 2
13967-B 3

13968-B 4
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13969-B 5

13970-B 6

13971-B 7

13972-B 8

13973-B 9

13974-B 10

13975-B 11

13976-B 12

13977-B 13

13978-B 14

13979-B 15

13980-B 16

13981-B 17

13982-B 18

13983-B 19

13984-B 20

13985-B 21

422 1

Morrinho Esquerdo - S 08°58°02.3° 423 2

Rondo6nia W 63°31°04.7”° 424 3

443 4

Teotonio Esquerdo - S 09°05°14.6° 393 1
Rondobnia W 63°53°03”’

Mutum Esquerdo - S 09°04°00.4° 714 1
Rondo6nia W 64°07°52”°

13245 1

13246 2

13247 3

Cachoeirado J irauA—.Porto S 02024!’3 1’ . ggjg ;1

Velho — Rondonia W 64°45°58.8 13250 5

13251 7

13252 8

13253 9

13190 1

13191 2

. , N 05°56°75° 13197 3

Serra do Navio - Amapa W 51°51°05.3>° 13192 1

13193 5

13194 6
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A tabela abaixo mostra a localidade, coordenadas geograficas, nome da amostra na analise de
NCA e seu correspondente na arvore filogenética de maxima verossimilhanca dos individuos
ja descritos do Rhinella gr. margaritifer e de amostras que nao foram identificadas até o nivel

de espécie.
Nome da Nome da amostra
Localidade Coordenadas Espécie amostra na na arvore
analise NCA filogenética
Parque Nacional onas ,
do ViI;ué} - VI:/I 211032,32é,, Rhinella sp. 13285 1
Rondoénia

Rami}frif’um WSS%?,OSO(,)5%3"3,, Rhinella sp. 13235 1
122306 1

122307 2

122308 3

S 03°08°56.8° Bufo 122309 4

W 54°50°25° castaneoticus 122310 5

122335 6

122336 7

122337 8

12052 1

12053 2

12054 3

Treviso - Para 12055 4
12056 5

12057 6

S 03°08°56.8” Bufo 12058 /

W 54°50°25”’ magnussoni 12073 8

12080 9
12083 10

12084 11

12085 12

12088 13
12090 14

122334 15

Reserva Ducke \S, (5)3"(5)2(1)?2 Bufo marinus 13126 Bufo marinus
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APENDICES

Apéndice 2
Tabelas de NCPA

Tabela de NCPA para o gene 16S

2
Nivel | Clados | Localizacao D, D, x P Cha\:e d'e Inferéncia Pontos amostrais analisados
value | Inferéncia

3-1 1 Tip 0 302,7929 Fraementacio Todos individuos de Vila Gomes,
Rede 4 Tip 0 302,7312 0 1-19 No aigo étricge:l Borba e Sdo Gabriel da Cachoeira
maior 11 Interior 0 606,1932 P (clados 11 e 12 da analise de MV)

2 Tip 0 372,8440 Colonizacio a Todos os individuos de Manaquiri,

4-1 4 Tip 33,4620 | 405,5289 . QA . todos do Careiro que estdo no clado 9,

1-2-11-12- longas distancias o .
Rede 0 13-14 No e/ou fraementacio todos individuos do Jirau e o
maior 6 Interior | 12,9961 | 4384891 afsa 0 ¢ individuo 4 de Morrinho Esquerdo
p (clados 9 e 10 na andlise de MV)
3 Interior 217,5053 | 296,6079 Todos os individuos de B.

4-2 Fragmentagdio castaneoticus, individuos 4, 5 ¢ 6 da
Re.de 5 Interior 0 540,7245 0,0015 1-19 No alopétrica Serra do Navio e alguns individuos de
maior Manacapuru (clados 2,4 e 14 na

analise de MV)

1-5 1 Tip 0 218,5532 1-19 No Fragmentagio Todos individuos de Barcelos e alguns
Rede ) Interior 59.0567 | 160.2901 0,0002 alopatrica de Manacapuru (clado 7 na analise de
menor MV)

1 Tip 410,1304 | 437,8684 Todos individuos de Barcelos, alguns
Total ~ .
Rede 0 1-19 No Fragment'agao de Manacapuru, Careiro, Autazes e
2 Tip 86,0554 | 211,0291 alopétrica Serra do Navio (clado 7 e um pedaco
menor
do clado 4)
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Tabela de NCPA para o gene 12S

)
Nivel | Clados | Localizacao D, D, X P Cha\:e d.e Inferéncia Pontos amostrais analisados
value | Inferéncia
1-4 Tip 0 1125.9619 Alguns individuos de Manaquiri e do
2-4 1-6 Tip 0 270.8914 queiro, 0 %ndividuo 5 da Serra do_
Rede 1-8 Interior 208.0976 | 391.6045 0,0086 1-2-11-12 Expansdo contigua Navio, especime 2’ de B. magnussoni e
maior No alguns individuos do Jirau, .
1-5 Interior 0 605.1871 correspondente ao clado 2 na analise de
MV
3-1 1 Tip 0 54.3052 s, .
Rede 6 Tip 0 54.3052 | 0,0059 1-21\11(1)-12 Expansao contigua Alguns 1nd1v5;11;\(/)[sar(11§qlcl?rrielro ¢ alguns
maior 14 Interior 31.8184 | 50.9094
32 2 Tip 233.0292 | 283.6193 Fluxo génico Alguns individuos de Manaquiri,
Rede 3 Tip 0 849.8353 00002 | 1-2-3-4 No . restrito com . C.ar’elro, Serra do Navio, Jlr_au, 0s
maior 4 Interior 6113320 | 653.0630 1solgm?nt9 por individuo 2 de B. m:’;lgnussonl e todo
distancia clado 1 da analise de MV
Total 1 Tip 14.7069 | 307.2958 Fragmentacio Alguns individuos de Autazes e os
Rede ) Tip 0 614.4390 0,0051 1-19 No alopétrica individuos de Careiro e Serra do navio
menor ' do clado 9 da analise de MV
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Tabela de NCPA para genes mitocondriais concatenados

2
Nivel | Clados | Localizacio D, D, P Cha‘:e d.e Inferéncia Pontos amostrais analisados
value | Inferéncia
2 Tip 0 186.4610 Fluxo génico Todos individuos de Manaquiri,
6 Tip 0 712.9427 1-2-3-5-6-7 restrito/dispersdao com alguns de Careiro, todos do Jirau e
>1 0 Yes alguma dispersdo a longas | o individuos 2 de B. castaneoticus
7 Interior 260.4179 | 439.8366 distancias (clados 6, 9 e 11 da analise de MV)
5.2 4 Tip 0 136.5243 0.0085 1-19-20-2- | Fluxo génico restrito com (;F %d(.)sl 1ncI1{1V1duos Se }?(orl()al, (Siao7
3 Interior 403.8870 | 380.9683 | 3-4 No isolamento por distancia abriel es’e Tva lJucke (clado
da analise de MV)
1 Interior 0 323.7175 Alguns individuos de Manaquiri
: ) ~ . (inclusos no clado 9) e alguns da
>3 5 Interior 0 | 6482369 | B0199 | 1-19No | Fragmentacio alopdtrica | g 4 Navio (clado 8 da andlise
de MV)
1 Tip 456.6113 | 427.9675
Total 2 Tip 283.1907 | 237.5093 0 1_21\1](1_12 Expansao contigua Correspondentelzios clados de 5 a
3 Interior 431.8906 | 350.0776
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Tabela NCPA para o gene Tirosinase

2
Nivel | Clados | Localizacao D, D, X P Cha\:e d.e Inferéncia Pontos amostrais analisados
value | Inferéncia
3 Tip 0 583.6777 Fluxo eénico restrito Alguns individuos de Autazes,
3.1 13 Tip 37.4775 | 358.5697 0 1-2-3-4No | comi sgo lamento por Manacapuru, Barcelos, Careiro, todos
17 Tip 0 432.9914 distAncia de Mutum e Teotdnio e o in_dividuo 10
43 Interior 422.3317 | 457.1359 de B. magnussoni
36 16 Tip 218.7501 | 256.3111 0.093 1-19-20-2- Expansdo contigua Um individuo de Manaquiri, dois_de
1 Interior 0 266.3700 ’ 11-12 No Serra do Navio e dois B. castaneoticus
19 Tip 68.7037 | 646.9708 Fluxo génico restrito/
3.8 26 Interior 0 483.8057 0,05 1-2-3-5-6-7 dispe.rséo com algum | Alguns ipdividuos de Autazes, Serra do
28 Interior 2382407 | 4804549 Yes mov1m.enAto a longas Navio, Manacapuru e Barcelos
distancias
2 Tip 0 161.1782 Todos individuos da Reserva Ducke,
6 Tip 257.9845 | 726.2832 12-11-12 Mutum e Borba, alguns de Manaquiri,
4-1 0,0143 No Expansao contigua Careiro, Manacapuru, Jirau, Serra no
17 Interior 106.9613 | 154.7624 Navio, Autazes, Vila Gomes e quatro

individuos de B. castaneoticus
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Continuacao da tabela de NCPA para o gene Tirosinase

2 :
Nivel | Clados | Localizacao D, D, x P Cha\:e d.e Inferéncia Pontos z.lmostrals
value | Inferéncia analisados
3 T%p 0 214.4451 Fluxo génico I'.eStI'ItON/ dispersao Todos individuos de
4 Tip 122.7608 | 198.3777 com alguma dispersao a longas
3 T 5437050 | 734.0476 distAnci , Barcelos e Mutum, alguns
4-2 1P : : 0.0001 1-2-3-5-6- - 1S dgl?qlas com as ar(eias | de Autazes, Careiro, Serra
9 Tip 0 115.2939 | U, 7.8 Yes intermediarias ndo ocupadas pela do Navio, Managquiri,
espécie; ou fluxo génico passado Manacapuru e o individuo
1 Interior | 447.3059 | 442.5545 seguido de extin¢do das populagdes 10 d epB magnussoni
intermediarias '
Tabela de NCPA para o gene Rodopsina
) :
Nivel | Clados | Localizacao D. D, X P Cha\:e d.e Inferéncia Pontos z}mostrals
value | Inferéncia analisados
3 Tip 30.3602 | 66.2391 Fluxo génico restrito/ dispersao com Aleuns individuos
8 Tip 0 206.1436 alguma dispersdo a longas distancias com & ..
1-2-3-5-6-7- , . 2 de Manaquiri,
31 0,0147 as areas intermediarias ndo ocupadas pela
. 8 Yes L. o . Barcelos e
6 Interior 133.2356 | 131.6001 espécie; ou fluxo génico passado seguido Manacanury
de extingdo das populagdes intermediarias P
1 Interior 0 715.2288 Um individuo do
3-3 10 Interior 0 115.1133 0,05 1-19 No Fragmentagao alopatrica J 1r§/}1afl ;leglrll:u de
3 Tip 198.4627 | 579.7625 Alguns individuos
1-2-11-12 ~ . de Manaquiri,
+ 1 Interior | 105.9954 | 2573115 | %0008 No Expansao contigua Barcelos e
Manacapuru

104




