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RESUMO

A espécie Phyllomedusa bicolor possui potencial biotecnoldgico, pois sua secregao
epidérmica é rica em substancia bioativas. Esta espécie, conhecida popularmente
como kambd pelos indios do grupo linguistico pano, € usada em rituais de cura e na
preparacdo para a caca. E uma espécie de ampla distribuicdo na Amazdnia que
carece de estudos que visem a sua historia evolutiva bem como estrutura
populacional. Neste estudo empregamos o uso do DNAmt como ferramenta
molecular para estudar 117 individuos de P. bicolor de onze diferentes localidades
em 5 estados na Amazébnia brasileira. O banco de dados para as analises
populacionais foi composto de 117 sequéncias nucleotidicas, cada uma com um
total de 1037 pares de bases (pb) que resultaram em um banco de dados
concatenados para o DNAmt (sendo um fragmento de 16S de 520 pb e um
fragmento da Regido Controle de 517 pb). As sequéncias foram alinhadas e
editadas no programa BIOEDIT. A partir destas, foi gerada uma matriz de dados que
foi usada nas andlises estatisticas populacionais implementadas no programa
ARLEQUIN. As analises de SAMOVA e BAPS foram usadas para determinar os
agrupamentos de populagdes a posteriore. A rede de haplétipos, os dados gerados
pelo programa GEODIS e a interpretagcdao da chave de Templeton foram gerados
com o uso do programa ANECA. Verificou-se a existéncia de 31 haplétipos para o
DNAmt, sendo que 21 sao unicos dentro da amostragem. A diversidade génica (h)
total foi estimada em 0,884, sendo que este valor é elevado quando comparado aos
valores das localidades amostradas. O teste de AMOVA revelou que ha uma forte
estruturagdo genética, a qual é apoiada significativamente pelo indice de fixagéo
(®sr = 0.8166; P < 0,001), onde a maior parte de toda a variagao genética (81,66%)
esta distribuida entre as populagdes. As comparagdes par a par do fluxo génico
mostram que as populagdes da R.F. Adolpho Ducke, UFAM e Rebio Uatuma
apresentaram altos valores no numero efetivo de fémeas migrantes por geragéo
(Nemf), o que indica que existe fluxo génico. As analises de NCPA definiram seis
niveis hierarquicos correspondentes aos clados, 1-7, 2-2, 2-7, 3-1, 3-2 e 4-1, nos
quais ha a rejeicao da hipotese nula da nao associacao entre distancia geografica e
divergéncia genética, na maioria das vezes indicando fluxo génico restrito. O valor
de K com maior significancia (K=4) explica a formacgao dos grupos com a seguinte
configuragéo: grupo 1) UFAM, Reserva Florestal Adolfo Ducke e Rebio Uatum3;
grupo 2) Barcelos, PARNA do Virua e FLONA do Amapa; grupo 3) Altamira; grupo 4)
Cruzeiro do Sul, Santa Isabel do Rio Negro, Tabatinga e Atalaia do Norte. Na analise
bayesiana de estrutura de populacdo verificamos que o melhor valor da
probabilidade posterior para a formagao de grupos corresponde a um numero igual a
cinco. Quatro localidades apresentaram altos niveis de variabilidade genética para o
DNAmt: R.F. Adolpho Ducke, Rebio Uatum&, UFAM e Acre. Os segmentos do gene
16S e da Regiao Controle (parte central) mostraram-se ligeiramente conservados, o
que influenciou na quantidade reduzida de sitios polimorficos e numeros de
haplétipos encontrados nas populagdes de P. bicolor. Por meio das distancias
genéticas, verificamos que ha uma maior diferenciagdo entre pares de localidades
da Amazébnia Central, Escudo das Guianas e Escudo Brasileiro em relacdo as
localidades do Oeste Amazbnico. Portanto, nossos resultados indicam que
possivelmente as populagdes de P. bicolor apresentam um padrao de diferenciagao
mediado por isolamento por distdncia tendo em vista as grandes distancias
geograficas encontradas entre as localidades. Entretanto, coletas adicionais deverao
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ser realizadas para fornecer informagdées mais precisas sobre este padrdo de
diferenciagao.
ABSTRACT

The species Phyllomedusa bicolor has biotechnological potential, since its secretion
is rich in epidermal bioactive substance. This species, popularly known as the
Indians Kambé cloth linguistic group, is used in healing rituals in preparation for
hunting. It is a widely distributed species in the Amazon that lacks studies that focus
on their evolutionary history and population structure. This study employed the use of
mtDNA as a molecular tool to study 117 individuals of P. bicolor from eleven different
locations in five states in the Brazilian Amazon. The database for the analysis
population was composed of 117 nucleotide sequences, each with a total of 1037
base pairs (bp) which resulted in a database for the concatenated mtDNA (a
fragment of 520 bp of 16S and a Control Region fragment of 517 bp). The sequences
were aligned and edited in the BioEdit program. From these, we generated a data
matrix that was used in the analysis population statistics implemented in the program
ARLEQUIN. Analyses of Samovar and BAPS were used to determine the groupings
of the populations later. Haplotype network, the data generated by the program
GEODIS and interpretation of key Templeton were generated using the program
ANECA. Verified the existence of 31 haplotypes for the mtDNA, and 21 are unique
within the sample. The gene diversity (h) total was estimated at 0.884, and this value
is high compared to the values of sites. The AMOVA test revealed that there is a
strong genetic structure, which is significantly supported by the fixation index (®ST =
0.8166, P <0.001), where the bulk of all genetic variation (81.66%) is distributed
among the populations. Pairwise comparisons of gene flow show that populations of
RF Adolpho Ducke, UFAM Rebio Uatumé& and showed high values in the effective
number of female migrants per generation (Nemf), which indicates that there is gene
flow. The NCPA analysis defined six hierarchical levels corresponding to clades, 1-7,
2-2, 2-7, 3-1, 3-2 and 4-1, where there is a rejection of the null hypothesis of no
association between geographic distance and genetic divergence, most often
indicating restricted gene flow. The value of K greater significance (K = 4) explains
the formation of groups with the following configuration: group 1) UFAM, Adolfo
Ducke Forest Reserve and Rebio Uatuma, group 2) Barcelos, PARNA Virua and
TNF Amapa, group 3 ) Altamira, group 4) Cruzeiro do Sul, Santa Isabel do Rio
Negro, Tabatinga and Atalaia do Norte. On Bayesian analysis of population structure
found that the best value of posterior probability for the formation of groups is a
number equal to five. Four localities with high levels of genetic variability for mtDNA:
RF Adolpho Ducke, Rebio Uatuma, UFAM and Acre. The segments of the 16S and
Control Region (central part) were slightly conserved, which affect the number of
segregating sites and reduced numbers of haplotypes found in populations of P.
bicolor. By means of genetic distances, we find that there is a greater differentiation
between pairs of localities in the Central Amazon, the Guyana Shield and the
Brazilian Shield in relation to the western Amazonian localities. Therefore, our results
indicate that possibly the populations of P. bicolor show a pattern of differentiation
mediated by isolation by distance in view of the large geographic distances between
locations found. However, additional sampling should be undertaken to provide more
precise information on this pattern of differentiation.
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1. Introducéo

1.1 Consideracbes Gerais

A subfamilia Phyllomedusinae, que compde um grupo particularmente sul-
americano, possui algumas espécies que despertam atencdo pela producdo de
varias substancias biologicamente ativas em suas secre¢des cutaneas, as quais
podem ser empregadas na protecao contra o desenvolvimento de microorganismos
patogénicos, na defesa passiva contra ataque de animais carnivoros e ainda como
feroménios (Schwartz et al. 2007). Algumas substéncias de caracteristica peptidica
ja foram isoladas da espécie Phyllomedusa bicolor, como a dermofina (Negri 1992),
a deltorfina (Daly et al.1992) e a phylloxina (Chen et al. 2005; Pierre et al. 2000).

A secrecdo produzida pelo tegumento de P. bicolor é utilizada por povos
indigenas residentes na Amazénia Ocidental, em rituais de protec&o contra doencgas
€ na preparagao para a caga (Daly et al. 1992). Hoje, a chamada “vacina do sapo” é
utilizada também por seringueiros e vem sendo aplicada por alguns curandeiros nas
cidades de Cruzeiro do Sul e Rio Branco, no Estado do Acre. A ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) proibe o uso do kampd e tal proibicdo esta
regulamentada por meio da RE numero 08, de 29 de ABRIL de 2004, que considera
auséncia de comprovacao cientifica garantindo qualidade, seguranga e eficacia
dessa substancia.

O conhecimento biolégico de P. bicolor € de fundamental importéncia para o
estabelecimento de novas pesquisas que viabilizem o uso das substancias
encontradas em sua secrecdo, pois o ritmo de desenvolvimento de cadeias
produtivas que usam espécies da biodiversidade amazoénica é frenético, e avanga
em velocidade muito maior que o conhecimento a seu respeito. Isto pode ter efeitos
negativos drasticos sobre a conservacéo das espécies economicamente exploradas.

Estudos genéticos podem contribuir no entendimento da variabilidade
genética desta espécie e ainda explicar qual é o grau de diversificacdo de suas
populagdes na Amazdnia, com vistas a um melhor conhecimento biolégico de P.

bicolor.



1.2 Biologia de Phyllomedusa bicolor

A familia Hylidae possui trés subfamilias e uma dessas em especial, chamada
de Phyllomedusinae, se distribui extensamente do México a Argentina, e constitui
uma das linhagens filogenéticas mais distintas dentre os hilideos neotropicais,
principalmente pela sua pupila vertical, um colorido dorsal sempre verde com cores
vivas nas partes ocultas, por depositarem seus ovos em uma massa gelatinosa
sobre folhas ou em folhas enroladas acima da agua e por diferirem nas aminas e
polipeptidios que possuem na pele (Caramaschi & Cruz 2002; Faivovich et al. 2005).
Esta subfamilia possui 7 géneros (Agalychnis, Cruziohyla, Hylomantis,
Pachymedusa, Phasmahyla, Phrynomedusa e Phyllomedusa) que compreendem 58
espécies (Frost 2010). O género tipo desta subfamilia € o género Phyllomedusa que
€ 0 mais diverso em numero de espécies possuindo o total de 32 espécies (Frost
2010). Este género se distribui pela Costa Rica, Panama, por algumas vertentes do
Oceano Pacifico, pela Coldmbia e América do Sul a leste dos Andes, incluindo
Trinidad, em direcdo ao Sul até o norte da Argentina e Uruguai (Frost 2010).

O género Phyllomedusa possui algumas caracteristicas exclusivas como
dedos e artelhos com membranas interdigitais grandemente reduzidas ou ausentes;
primeiro artelhno mais curto, igual ou mais longo que o segundo; pele lisa ou rugosa,
com ou sem osteodermes; iris uniformemente branco-prateada a bronze com

reticulacdes pretas, dentre outras caracteristicas (Caramaschi & Cruz 2002).



Figura 01: Macho de Phyllomedusa bicolor oriundo da Reserva Florestal Adolpho Ducke em Manaus.

Phyllomedusa bicolor (Figura 01) é a espécie tipo do género, e € conhecida
popularmente como kampd ou kambd. Também é chamada de sapo arboricola
bicolor ou sapo macaco gigante, porque € a maior espécie em tamanho dentro da
subfamilia Phyllomedusinae, medindo até 135 mm (Lescure & Marty 2000). O nome
do género é derivado do Grego “phyllo”, significando folha ou folhagem, e “medousa”
significando rainha ou protetora (Caramaschi & Cruz 2002). Portanto, seria a rainha
ou protetora da folhagem, fazendo alus&o ao seu grande tamanho e seu habito
arboricola. P. bicolor tem o dorso verde escuro e o ventre varia de branco a creme,
possui manchas brancas com molduras escuras na regido labial inferior, no peito,
nos membros e nos lados do corpo. Os dedos dos membros anteriores sao
esbranquigcados com grandes discos adesivos verdes nas pontas; possui glandulas
grandes e alongadas situadas atras dos olhos que se estendem por cima do timpano
e pupila vertical acinzentada (Rodriguez & Duellman 1994; Lima et al. 2006). Outras
caracteristicas importantes para o reconhecimento sao: borda posterior do timpano
oculta por uma tampa glandular que vai até o canto da mandibula; dobra dorso-
lateral também glandular e espessa em forma de “m” e numero de apéndices
dérmicos da articulagao tibiotarsiana.

Phyllomedusa bicolor difere de outras espécies do mesmo género pelo seu
grande tamanho, pela auséncia de articulagdes tibiotarsianas, pela presenca de
grandes glandulas dorsolaterais (que vao até a regido da virilha) e por suas
manchas creme na parte inferior do corpo (Rodriguez & Duellman 1994; Lescure &
Marty, 2000; Lima et al. 2006).



Phyllomedusa bicolor ocorre na América do Sul, com ampla distribuicdo na
Amazoénia (Figura 02). Possui habito noturno e vive em florestas de mata primaria,
corriqueiramente encontrada proximo a pogas isoladas em areas planas e altas

(“platds”) ou em margens de riachos ou igarapés.

national boundaries

Finlormedusa bicolor
total range area = 5,253,183 k™ nia subnational boundaries

range type lakes, rivers, canals
22 MNative Extant salt pans, intermittent rivers

-2 Introduced elewation mer
- " elsﬁDDD
Plative Reintroduced I:I 000

. ) o som 3000
Fossibly Extinct _————— zooo

@ Extinct mep created D5/11452005 tooo

Figura 02: Distribuicdo geografica da espécie P. bicolor. Fonte: http://www.globalamphibians.org/
acessado em 02/10/2008.

Os machos de P. bicolor apresentam territorialidade com um grau de
permanéncia observado de 35 dias no sitio reprodutivo (Freitas & Amaral 2004).
Eles emitem suas vocalizagbes para as fémeas do alto das arvores (um “bok” grave
e bastante sonoro, as vezes seguido por um rugido "Hon-Hon") , e normalmente
descem de 1 a 3 metros acima da poga para entrarem em amplexo e desovarem
(Lescure & Marty 2000; Lima et al. 2006). Segundo Zimmerman & Rodrigues (1990)
e Lima et al. (2006), P. bicolor se reproduz o ano inteiro com um pico reprodutivo
nos meses de novembro a maio. As fémeas depositam em média mais de 800 ovos
brancos (Neckel-Oliveira & Wachlevski, 2004), junto com uma massa gelatinosa, em
folhas dobradas ou justapostas (com auxilio do macho), acima de uma poga d’agua
(Lescure & Marty 2000). Nesse ninho arboricola, os ovos completam seu

desenvolvimento até o estagio 25, o qual constitui a forma de girino. Essa fase dura
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cerca de 8 a 10 dias podendo chegar até 11 dias e meio (Neckel-Oliveira &
Wachlevski 2004), quando os girinos caem na poga. Os girinos possuem 0O corpo
com coloragao laranja transparente e o ventre prata; e vivem em grupos nos quais
completam seu crescimento até a metamorfose (Lescure & Marty 2000; Lima et al.
2006).

1.3 0O uso do kampd e suaimportancia para a biotecnologia

A secrecao tegumentar da espécie P. bicolor, produzida por grandes
glandulas na parte dorsal do animal, é usada por indigenas do grupo linguistico
Pano na Amazoénia Ocidental, sobretudo pelos Katukina, Kaxinawa e Jaminawa dos
vales do Acre e Alto Purus, e ainda pelos Marubo e Mayoruna (Matsés) do Vale do
Javari, no sudoeste do estado do Amazonas. Essa espécie € muito importante para
os indigenas que habitam essa regiao da Amazoénia, pois eles utilizam esta secregao
para rituais de pajelanca. Segundo Gordo et al. (2005) os indios da tribo Matses que
vivem no Peru capturam individuos de P. bicolor em arvores préoximas a pocas
d’agua, utilizando-os em um ritual no qual amarram o espécime pelas pernas
deixando-os estirados sobre fogo brando (Figura 03 a). Em seguida, cospem de
duas a trés vezes no animal para que este se irrite e elimine a secrecéo (Daly 1992).
Essa secrecao € mantida em palitos ou pedacos de madeira nos quais ressecam e
posteriormente sdo reidratados para a aplicacdo da “vacina do sapo” como é
conhecida no Acre e em outros centros urbanos.

Assim como os Matses, os indios Katukinas localizados no Acre usam da
mesma forma o kampd, coletando os individuos e retirando sua secregdo. Eles
acreditam que a secreg¢ao do kampé pode livra-los de condi¢gdes negativas, como o
azar na caga, indisposi¢des e "preguica" (Lima 2008). Os indios que utilizam o
kampé realizam a aplicagdo da secre¢gao queimando a pele (no brago ou no peito)
com um pequeno cipdé em brasa (Figura 03 b), em seguida passam a secregéo
(previamente umedecida) nessas queimaduras (Daly 1992). Depois de alguns
minutos, o kampd comega a agir no organismo causando pulsagao rapida, sudorese,
incontinéncia e vomitos (que perduram por cerca de 20-30 min). Seguidos entao por
um estado de letargia e finalmente por um estagio de euforia aliada a uma sensagao

de que os sentidos estdo agugados (Daly 1992; Gordo et al. 2005).



b)

Figura 03: a) Especime de P. bicolor no momento de coleta da secregdo (fonte:
www.amazonlink.org); b) Indio brasileiro Mayoruna com cicatrizes apds a aplicagdo do kampé (fonte:
Daly, 1999).

Em centros urbanos como Rio Branco e Cruzeiro do Sul, estado do Acre, Séo
Paulo e Curitiba, existem diversos aplicadores dessa chamada “vacina de sapo”
como indios, seringueiros, ex-seringueiros e até médicos, apesar da proibicao da
ANVISA (citada anteriormente). Tal proibicdo se apdia no fato de nao haver
comprovagao cientifica que garanta seu uso, qualidade e eficacia das substancias
contidas na secrecao. Nesta resolucao, foi determinado que fosse suspenso o uso
da “vacina” em todo territério nacional até que se comprove sua eficacia e se tenha
garantias de que as substancias contidas na secre¢ao nao sejam maléficas a saude.

As secregdes da pele dos anfibios sdo conhecidas como uma rica fonte de
moléculas biologicamente ativas, a maioria das quais s&o alcaloides, aminas
biogénicas e peptideos (Brand et al. 2002). Um grupo de peptideos opidides tem
sido descoberto na pele de pererecas sul-americanas da subfamilia

Phyllomedusinae (Richter et al. 1990). As dermaseptinas sao uma classe de
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peptideos anti-microbioldégicos que estdo presentes nas secregbes de pele de
pererecas do género Phyllomedusa (Brand et al. 2002).

Em 1992, Daly e colaboradores identificaram uma substancia retirada da
secrecado de P. bicolor originaria do Peru, a qual tem a caracteristica de ser um
peptideo vasoativo e foi chamada de adenoregulina, além disso, também foram
encontrados nesse trabalho substédncias como o peptideo vasoativo sauvagina e
peptideos opidides. Nesse trabalho foi observado que quando a secrecido foi
aplicada em ratos, estes entravam em um estado de letargia ou apatia duradoura.
Nos humanos os efeitos produzidos pela adenoregulina ainda séo incertos.

Negri et al. (1992) verificaram o poder de outra substancia da secrecao
epidérmica de P. bicolor conhecida como dermofina também da classe dos
peptideos opidides. Testada em ratos, essa substancia causa um estado de
catalepsia e seu efeito analgésico superou o efeito da morfina mostrando-se um
super analgésico. Outra substancia, a deltorfina, a qual foi isolada da secrecao
epidérmica de P. bicolor por Erspamer et al.1989 foi descrita como uma substéancia
parecida com a dermofina mostrando ter alta afinidade pelo mesmo receptor.

Um novo peptideo antibiético foi isolado da secrecéo epidérmica de P. bicolor,
este foi chamado de phylloxina e corresponde a um peptideo biologicamente ativo
derivado de dominios variaveis que incluem o dominio da dermaseptina (Pierre et al.
2000). Esta substancia teve acdo antimicrobiana em algumas bactérias gram-
positivas e gram-negativas (Pierre et al. 2000). Esses dois tipos de peptideos
opidides parecem estar envolvidos em alguns dos efeitos produzidos pela “vacina do

sapo”.

1.4 O DNA mitocondrial como ferramenta genética

Os marcadores moleculares sdao amplamente empregados para estimar
parametros genéticos, assim como o fluxo génico e o grau de diferenciagao dentro e
entre as populagdes (Bert et al. 2002). Entre os marcadores de DNA mais utilizados
nos ultimos anos para estudar os niveis e padrdes de distribuicdo de variabilidade
genética entre populagcbes de espécies animais, destaca-se o DNA mitocondrial
(DNAmt), cuja heranca € predominantemente materna e ndo ocorre recombinagao,

por se tratar de um DNA hapléide (Avise, 2000). Em vertebrados, o DNAmt é uma
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molécula circular com 37 genes codificadores: 13 genes que codificam proteinas
relacionadas a fungcdo mitocondrial; 22 RNAs de transferéncia; 2 RNAs ribossomais;
além de uma regido nao codificadora chamada de regido controle (Avise et al. 1986;
Meyer 1993). Quanto aos genes, ha auséncia de sequéncias nao codificadoras
(introns), sendo o DNAmt geralmente conservado no tamanho (cerca de 16
kilobases) e no arranjo dos genes (Avise et al. 1986). Em hilideos é estimado um
tamanho que varia de 15,5 a 18,4 Kb para Hyla cinerea e de 18 a 18,9 Kb para H.
gratiosa (Bermingham 1986). O tamanho € relativamente estavel para todos os
animais, variando de 16 a 21 Kb (Ray & Densmore, 2002).

Uma das vantagens em usar o DNAmt em estudos populacionais e
filogenéticos é que ele possui uma elevada taxa de evolugdo (mutagéo), sendo de 5
a 10 vezes maior (1 X 10 substituicdo / sitio / geracdo) do que os genes
codificadores de proteinas do DNA nuclear (Brown et al.1982; Li 1997). O DNAmt é
também muito utilizado devido a facilidade em isola-lo, ao grande numero de cépias
por célula, seu tamanho pequeno e por sua organizagao simples, sendo constituido
por uma molécula de DNA circular de fita dupla (Avise et al. 1984). O DNA
mitocondrial € uma ferramenta importante no estudo das relagdes evolutivas entre
individuos e de distribuicdo da variabilidade genética entre populagdes de varias
espécies de animais, incluindo as espécies de anfibios (Lougheed et al. 2006; Funk
et al. 2007).

Viana (2005) estudou trés espécies de quelbénios amazdnicos do género
Podocnemis: Podocnemis unifilis, Podocnemis erythrocephala e Podocnemis
sextuberculata. Empregou o uso do DNAmt através do sequenciamento da regiao
controle, onde foi verificado que essas espécies apresentam altos niveis de
variabilidade genética. Nesse estudo as populagbes das trés espécies, com raras
excecdes, nao apresentaram diferengas genéticas intrapopulacionais. Porém,
quando apresentavam algum tipo de diferenciacéo, essas envolviam a presenca de
barreiras geograficas, como corredeiras de rios, na espécie P. erythrocephala.
Foram observadas que caracteristicas peculiares do rio Janauaca, como pequenos
canais entrelacados e a presenca de areas semelhantes a igapds, podem estar
atuando como uma barreira ao fluxo génico na espécie P. unifilis. Ainda nesse

estudo o autor afirma existir diferenciacdo nas populagbes de P. unifilis (Rio



Janauaca) e P. erythrocephala (Parque Nacional do Jau) as quais devem ser
consideradas como unidades de manejo diferenciadas.

Vasconcelos & Hrbek (2006) estudaram a espécie de jacaré Caiman
crocodilus e usaram regido Cyt b do DNAmt em 125 individuos. Nesse estudo foi
encontrado um total de 38 haplétipos. Foram verificados altos niveis de diversidade
génica, e que nem mesmo o efeito de mudangas climaticas e uma recente
superexploragdo por meio da caca causaram efeito em tal diversidade. Foram
encontrados niveis consideraveis de divergéncia genética entre localidades da bacia
Amazonica e bacia extra-amazoénica (Rio Uaga, Guiana Francesa), onde o fator de
diversificagcdo mais provavel de estar atuando nessa diferenciacdo € o isolamento
por distancia.

Frost et al. (2006) utilizou o DNAmMt em seu estudo com o intuito de testa-lo no
relacionamento filogenético de toda a classe Amphibia, que inclui individuos da
familia Hylidae. Faivovich et al. (2005), por sua vez, desenvolveram uma revisao
sistematica da familia Hylidae com énfase na subfamilia Hylinae, com base em
dados do DNAmt e morfologicos. Vences et al. (2005) testaram o poder desse
marcador utilizando o gene ribossémico 16S, o qual é conhecido como o “barcoding
dos anfibios”. Este trabalho mostrou que a regido 16S é bastante conservada, porém
mutagbes sdo comuns em algumas regides variaveis, correspondentes a algas na
estrutura do RNA ribossomal.

Em uma analise multi-carater, Lougheed et al. (2006), avaliaram a
diferenciacao intraespecifica do hilideo neotropical Dendropsophus leucophylatus
(=Hyla leucophylata). Ainda nesta analise foi empregado o uso da regido 16S, além
de dados morfoldgicos e ecoldgicos. Com os dados genéticos foi possivel observar
uma divisao filogenética dentro dessa espécie, porém com uma pequena estrutura
geografica.

Estudando a hipotese biogeografica de diversificagdo em Engystomops
petersi (=Physalaemus petersi), Funk et al. (2007) usaram o DNAmMt empregando o
estudo da regiao 16S, testando as hipéteses de rios como barreiras e de gradiente
elevacional. Seus resultados indicaram baixo suporte para a hipétese de gradiente
elevacional, porém as analises filogenéticas revelaram que o Rio Madre de Dios
(Peru) pode estar atuando como uma barreira geografica ao fluxo génico. Também

foi na Amazénia que Austin et al. (2001), usando dados genéticos compilados das
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regides 12S e 16S do DNAmt, avaliaram as relagbes evolutivas da espécie
Allophryne ruthveni. Os resultados indicaram que a espécie tem maior afinidade
filogenética com espécies da familia Centrolenidae.

Diante de tais estudos € possivel observar que a regido do DNAmt, a qual
expressa o gene ribossomal 16S, pode ser usada em estudos filogenéticos,
filogeograficos e de genética populacional com anuros .

Em estudos populacionais, a Regido Controle do DNAmt pode ser aplicada,
pois de todos os genes mitocondriais, a Regido Controle tem a maior taxa de
substituicdo. As taxas de evolugdo da Regido Controle sdo de duas a cinco vezes
mais altas do que em genes mitocondriais codificantes de proteina (Greenberg
1983) e, portanto, sofrem mutagdes mais rapidamente, pois correspondem a regido
mais variavel deste genoma (Brown 1985). Em relagdo a anuros, Ananias (2002)
testou o relacionamento filogenético entre populagdes de Hypsiboas semiguttatus
(=Hyla semiguttata) e espécies relacionadas, utilizando a Regido Controle e
citocromo b do DNAmt. Seus resultados indicaram a formacdo de dois clados
monofiléticos na espécie Hypsiboas semiguttatus onde a populagdo de Cambara do
Sul (Rio Grande do Sul — Brasil) é distinta da populagdo de Sao Francisco de Paula
(Rio Grande do Sul — Brasil). O autor sugeriu que Hypsiboas pulchellus (=Hyla
pulchella joaquini) de Urubuci (estado de Santa Catarina - Brasil) tem maiores
afinidades filogenéticas com as populagbes de Hypsiboas semiguttatus de Sao
Francisco de Paula contrariando uma hipétese filogenética baseada em dados
morfologicos. Esse estudo, dentre outros, comprovam o uso do DNAmt tanto para
estudos filogenéticos como para estudos filogeograficos e populacionais.

Desta forma, neste trabalho faremos uso desta ferramenta para estimar a
variabilidade genética e os niveis intra-populacional e interpopulacional na espécie

P. bicolor , por meio de duas regides: a Regido Controle e o rDNA 16S.
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2. Hipoteses

HO: A espécie Phyllomedusa bicolor possui um alto grau de variabilidade genética
em sua distribuicéo;

H1: Ha uma baixa variabilidade genética entre as populagdes de P. bicolor;

HO: A distancia genética observada entre os individuos das diferentes localidades
esta correlacionada com a localizagao geografica dos espécimes;
H1: Nao ha qualquer tipo de correlagdo entre a distancia genética encontrada e a

localizagéo geografica das populagoes;

HO: Nao ha nenhum nivel de estruturagdo genética entre as populagbes de P.
bicolor;
H1: As populagbes amostradas do P. bicolor sdao geneticamente diferenciadas

devendo portando serem consideradas como unidades evolutivas significantes.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral:

Estimar os niveis de variabilidade genética e a estrutura genética nas

populacdes naturais de P. bicolor da Amazdnia brasileira.

3.2 Objetivos especificos:

e Caracterizar geneticamente as populagbes de P. bicolor nas localidades

amostradas.

e Avaliar a existéncia ou nédo de unidades geneticamente diferenciadas na

especie.

e Testar se existe alguma associacao entre a distancia genética e a distribuigao
geografica dos individuos provenientes de diferentes localidades na
Amazénia.
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4. Material e Métodos
4.1 Amostragem

As amostragens foram realizadas em localidades distribuidas em cinco
estados da Amazobnia brasileira como mostrados na Figura 4. No estado do
Amazonas, as coletas foram feitas na Reserva Florestal Adolpho Ducke (1), Campus
da Universidade Federal do Amazonas (2), na Reserva Bioldgica do Uatuma (3), na
regido de Barcelos (4), Santa Isabel do Rio Negro (9), Tabatinga (10) e Atalaia do
Norte (11). No estado do Par4, foram feitas na regido de Altamira (5). No estado de
Roraima coletamos no Parque Nacional do Virua, no municipio de Caracarai (6). No
Amapa foram realizadas coletas na Floresta Nacional do Amapa (7) e por fim no
estado do Acre, na cidades de Cruzeiro do Sul e Rio Branco (8). Um total de 117
individuos foram obtidos em onze localidades diferentes (Tabela 01). As amostras
de Cruzeiro do Sul e de Rio Branco foram consideradas nas analises como uma
Unica localidade. Os critérios para delimitagdo dos locais de coleta foram a
proximidade de terras indigenas ou locais que fazem uso do kampé e a indicagéao,
comprovadas por estudos prévios, que demonstrassem a ocorréncia da espécie

naquele local.

S
5 T

Flgura 04: Locais de amostragem de Phyllomedusa blcolor
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As coletas foram realizadas no periodo noturno nas margens de pogas
permanentes e semipermanentes e também em pogas proximas a igarapés. Em
cada area foram coletados pelo menos sete individuos. As buscas pelos individuos
foram realizadas por meio de encontro auditivo e posteriormente pela busca visual

com o uso de lanterna de cabeca.

Tabela 01 - Localidades de coleta e seus respectivos tamanhos amostrais
Localidade Cdédigo das Estado N° da localidade N° amostral
localidades
Reserva Adolfo Ducke RAD Amazonas 1 17
Campus UFAM UFA Amazonas 2 7
Rebio Uatuma UAT Amazonas 3 10
Barcelos BAR Amazonas 4 10
Altamira ALT Para 5 13
PARNA Virua VIR Roraima 6 9
FLONA Amapa AMP Amapa 7 7
Acre (Cruzeiro do Sul ACR Acre 8 14
e Rio Branco)
Santa Isabel do Rio STI Amazonas 9 9
Negro
Tabatinga TAB Amazonas 10 11
Atalaia do norte ATA Amazonas 11 10
Total 117

De cada individuo capturado foi coletado um dos artelhos (ponta dos dedos
dos pés). Em seguida, o material foi armazenado em tubo de 2,0 mL com alcool
95%, tombado e depositado na Colegcdo de Tecidos de Genética Animal — CTGA-
ICB/UFAM (CGEN, Deliberacédo No. 75, de 26 de agosto de 2004) do Laboratério de
Evolugdo e Genética Animal, localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Amazonas. Este tipo de coleta de material biolégico, que
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usa o0 dedo todo ou parte do mesmo, € um procedimento padrdao de marcagao
aplicado para estudos genéticos com anuros (Funk et al. 2005; Jehle et al. 2008) e,
por haver corte de somente um dos artelhos de cada individuo, este procedimento
ndo causa sérios danos ao animal (McCarthy & Parris 2004).

Para realizar as coletas foi feito o uso da autorizagcado para atividades com
finalidade cientifica (n°® 16210-1 para Edvaldo Pereira Mota e 13777-2 para Albertina
P. Lima) concedida pelo IBAMA através do Sistema de Autorizagéo e Informagédo em
Biodiversidade — SISBIO.

4.2 Extracao de DNA e amplificagdo via PCR

O processo de extracao de DNA gendmico foi realizado segundo o protocolo
descrito por Sambrook et al. (1989). As amostras de tecido do artelho de cada
individuo foram cortadas e colocadas em microtubos e posteriormente digeridas em
uma solugao contendo: 500 uL de tampao STE; 15 uL de Proteinase K a1% e 75 pL
de SDS a 10%.

Os tubos foram incubados em estufa a 55 °C até digestédo total por toda a
noite. Apds essa etapa, o produto dessa reagdo passou por lavagens com
cloroférmio/alcool Isoamilico (24:1), onde em seguida o DNA foi precipitado com
alcool. Ao final desse procedimento, o DNA foi ressuspendido em 50 uL de agua
deionizada e autoclavada. O material genético extraido correspondente ao DNA
gendmico foi quantificado em gel de agarose 1%, sendo posteriormente comparadas
a um marcador de peso molecular conhecido, com o intuito de avaliar a qualidade da
extracdo e estimar a concentragédo do DNA extraido.

ApoOs a extragdo e quantificacdo do DNA gendmico, foram amplificadas as
regidbes que codificam o RNA ribossdbmico 16S e a Regido Controle do DNA
mitocondrial. A amplificagao foi realizada via PCR (reagao em cadeia da polimerase)
utilizando-se um par de iniciadores (primers) universais 16S do DNA mitocondrial
(16Sa e 16Sb; Palumbi et al. 1996) e primers para a Regido Controle de anuros
(Control IP-H e MZV 15-L; Goebel et al. 1999). Posteriormente foram desenvolvidos
primers especificos que estdo indicados na Tabela 02. As reacdes de amplificacao
das regides 16S e Regiao Controle tiveram o volume final de 15 uL contendo 5,5 uL
de agua deionizada e altoclavada, 1,5 yL de dNTPs (1,5 mM); 1,5 yL de Tampéo
10X (Tris-HCL 100 mM, KCI 500 mM); 1,5 yL de cada primers (0,2 uyM), 1,5 uL
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MgCl; (25 mM); 1 uL de DNA (cerca de10ng) e 0,3 yL de Taq DNA polimerase. Os
ciclos de amplificacbes foram realizados usando-se as seguintes condigdes: (1)
desnaturagdo inicial a 92°C por 1minuto; (2) 35 ciclos que consistiram em
desnaturacédo a 92 °C por 1 minuto, anelamento dos primers a 50°C por 40

segundos, e extensdo a 72°C por 1,5 minutos e (3) uma extensao final a 72°C por 5

minutos.

Tabela 02 - Iniciadores (primers) utilizados na amplificagdo e no sequenciamento das regides 16S

e Regido Controle do DNA mitocondrial
Iniciadores Sequéncia Nucleotidica Autores
16S A** 5— CGCCTGTTTATCAAAAACAT - 3’ Palumbi et al. (1996)
16S B** 5 — CCGGTCTGAACTCAGATCACGT - 3% Palumbi et al. (1996)
Control IP-H** 5 — GTCCATTAGATTCASTTCCGTCAG - 3 Goebel et al. (1999)
MZV 15-L* 5 — GAACTAATGGCCCACACWWTACGNA -3’ Moritz et al. (1992)
Phy-L** 5 — GCATTTGTAGGCTACGTTCTCC - 3 Presente estudo
PhyloR2-560* 5 — TGGCTAGAGGGCGAAATATG - 3 Presente estudo
PhyloF2-110* 5 — GCCACCCTAACTCGATTCTTC -3’ Presente estudo

*%

Nota: * utilizados somente para a amplificagao, utilizados tanto na amplificacdo quanto no

sequenciamento.

Em seguida, a amplificagéo foi verificada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% em comparagao a um marcador de 1kb para assim estimar o tamanho

dos fragmentos obtidos.

4.3 Purificacdo, sequenciamento e edicdo das sequéncias

Os produtos de PCR foram submetidos a purificacdo com as enzimas
exonuclease e fosfatase alcalina, de acordo com as especificagcbes do fabricante
(GE - Healthcare) para retirada de restos de primers e moléculas de baixo peso
molecular, como por exemplo nucleotidios ndo incorporados durante a reacdo de
amplificagdo. Apos essa etapa foi realizada a reagdo de sequenciamento utilizando-
se 2 uL de DNA purificado, 2 yL de cada primer, 2,5 yL de tampao Big Dye, 0,5 de
Big Dye terminator (cycle sequencing kit da Applied Biosystems). Os iniciadores

utilizados nas reagbes de sequenciamento da regido 16S foram somente aqueles
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publicados por Palumbi et al. (1996). Ja para a Regiao Controle primeiramente foram
utilizados os iniciadores desenvolvidos para anuros publicados por Goebel et al.
(1999). Depois da obtencdo das primeiras sequéncias desta regido foram
desenhados trés primers especificos para a espécie estudada, sendo que dois foram
selecionados e usados tanto para as reagdes de amplificacdo quanto no
sequenciamento como ja foi mostrado na Tabela 02.

A etapa seguinte incluiu a precipitacdo das amostras purificadas com a
utilizacdo do protocolo de etanol/EDTA finalizando com o sequenciamento das
amostras em sequenciador automatico ABI 3130xI (Applied Biosystems).

Apos a leitura das sequéncias pelo sequenciador, estas foram editadas no
programa Bioedit (Hall 1999) o qual foi possivel através das homologias dos sitios
entre os individuos estabelecer um alinhamento inicial. Para completar o
alinhamento multiplo das sequéncias foi utilizado o programa CLUSTAL W
(Thompson et al. 1994) o qual forneceu a base para a construcdo de uma matriz de
dados contendo todas as sequéncias nucleotidicas. Este programa auxilia o

alinhamento de modo a deixar as sequéncias livres para inspec¢ao visual de erros.

4.4 Polimorfismo molecular

Para analisar o polimorfismo molecular nas sequéncias do DNAmt das
populagdes de P. bicolor, duas medidas de diversidade genética foram utilizadas: a
diversidade génica e a diversidade nucleotidica. A diversidade génica ou diversidade
haplotipica (h) € a probabilidade de duas sequéncias escolhidas aleatoriamente de
uma populacdo serem diferentes (Li 1997). Esta medida de polimorfismo é
equivalente ao nivel de heterozigose esperada, quando se trata de marcador com
heranga co-dominante (dados dipldides). O numero de nucleotideos diferentes por
sitio entre sequéncias escolhidas aleatoriamente define outro parametro utilizado
para analise de polimorfismo molecular, a diversidade nucleotidica (1), que é
equivalente a diversidade génica, mas no nivel nucleotidico (Tajima 1983; Nei 1987).
Neste trabalho essas duas medidas foram calculadas utilizando os programas
ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005) e DNASP 4.00 (Rozas et al. 2003).
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4.5 Teste de Neutralidade e equilibrio genético

No presente estudo foram utilizados dois testes: o teste D de Tajima (Tajima
1989) e o0 Fs de Fu (Fu 1997). O primeiro teste se baseia no modelo dos sitios
infinitos sem recombinagao (Kimura 1969), apropriado para sequéncias curtas de
DNA. O modelo dos sitios infinitos assume que os sitios ao longo de uma sequéncia
de DNA sofrem mutagbes independentes e irregulares e que a probabilidade de um
mesmo sitio sofrer mutagdes duas vezes é infinitamente pequena. O segundo teste,
também baseado no modelo dos sitios infinitos sem recombinagdo, leva em
consideragdo o fator temporal das mutagbes que geram sitios polimorficos,
classificando-as como antigas e recentes. Este modelo é aplicavel principalmente
quando ha excesso de mutagdes jovens (mutagdes que ocorreram recentemente,
com baixa frequéncia e que geram excesso de alelos ou haplétipos raros).

Esses dois testes (teste D de Tajima e Fs de Fu) também foram usados para
detectar mudangas demograficas nas populagdes causadas por eventos histéricos
como, por exemplo, expansdes populacionais. Para o calculo destes testes utilizou-
se o programa ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005).

4.6 Estrutura populacional

A anadlise de variancia molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992)
implementada no programa ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005), foi utilizada para
se detectar a presenca e o nivel de diferenciacdo entre individuos de diferentes
localidades. Esta analise é uma estimativa de estrutura genética populacional similar
a outras abordagens que levam em conta a variagdo na frequéncia génica entre os
haplétipos. Os individuos sao agrupados hierarquicamente em populagcdes e as
populagdes sdo incluidas em grupos definidos a priori, com base em critérios nao
genéticos como geograficos, ecoldgicos, ambientais, etc. A AMOVA estima os
componentes de covariancia e calcula o ®sr, 0 qual é andlogo ao Fsr (Weir &
Cockerham 1984).

Utilizamos novamente o programa ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005) para
realizar comparacdes dos valores de ®gsr par a par entre as localidades amostradas
afim de desvendar o padrao de estruturagcdo de cada uma das localidades. Assim,
foi possivel estimar indiretamente os valores do numero efetivo de fémeas migrantes

por geragao (Nemf).
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A correlacdo entre a distancia genética (®sr) e geografica foi realizada pelo
teste de Mantel (Mantel 1967) através de ferramentas disponiveis no software
ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005). A significancia dos valores foi avaliada por
testes de permutacao (10000 replicagdes).

Usando o programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007) foi gerada uma arvore
filogenética ndo enraizada pelo método de Evolugao Minima seguindo o modelo de
evolugdo Kimura 2 parametros. Esta arvore visou observar se os grupos
encontrados correspondem a grupos monofiléticos. Ainda utilizando o programa
MEGA 4.0 foi calculada uma estimativa da divergéncia evolucionaria sobre pares de
sequéncias entre grupos e este método foi conduzido também pelo modelo evolutivo
Kimura 2 parametros com a finalidade de verificar a taxa de divergéncia entre os

grupos de populagdes de P. bicolor.

4.7 Analises das Frequéncias e Distribuicdo dos Haplotipos de P. bicolor

Apos a edigao de todas as sequéncias e criadas as matrizes de dados, essas
foram usadas para estimar os cladogramas intra-especificos ndo enraizados de
haplétipos, com o uso do critério da maxima parciménia (95%), produzindo
topologias que representam os agrupamentos (clusters) dos haplétipos (conjunto de
sequéncias nucleotidicas idénticas de um segmento de DNA, quando se trata de
genoma hapldide). Esta rede de haplétipos foi obtida pelo programa TCS 1.21
(Clement et al. 2000), um soffware que agrupa sequéncias dentro de haplétipos e
calcula a frequéncia dos mesmos nas localidades amostradas estimando relacbes
genealdgicas entre elas, baseando-se em um algoritmo descrito por Templeton,
Crandall & Sing (1992). Para resolver os loops que essa rede de haplotipos
apresentou foi gerada uma arvore filogenética desenvolvida pelo método de maxima
verossimilhanga, usando o modelo HKY implementado no programa TREEFINDER
(Jobb et al. 2004) onde foi verificado o relacionamento filogenético dos haplétipos
encontrados e assim decidiu-se sem ambiguidade as conexdes entre esses
haplétipos na rede produzida pelo programa TCS.

Foi realizada a Analise Filogeografica de Clados Agrupados (Nested Clade
Phylogeographical Analysis, NCPA; Templeton 2001 e 2004) para converter a arvore
dos haplotipos em um agrupamento hierarquico de conexdes agrupadas, ou clados,

usando as regras descritas por Templeton et al. (1987) e Templeton & Sing (1993).
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Essas analises foram desenvolvidas utilizando o programa ANECA (Panchal 2007) o
qual possui em sua plataforma os programas TCS v. 1.18 (Clement et al. 2000) e
GEODIS v. 2.2 (Posada et al. 2000) incluindo ainda uma interpretacéo da chave de
inferéncia de Templeton et al. (2005), de forma que todo o processo € automatizado.

Os agrupamentos hierarquicos formados forneceram informagdes para testar
se existe alguma associagao significante entre os niveis dos cladogramas dos
hapldtipos e sua localizagdo geografica através de uma analise de contigéncia
(Templeton & Sing 1993). Por meio desta metodologia foi possivel verificar se houve
eventos historico-demograficos, como subestruturagado populacional, e inferir quais
foram os fatores que estiveram associados a essa subestruturagcao (formacao de
barreiras geograficas, colonizagao, disperséo e efeito de gargalo populacional ou a
mistura desses fatores). O método pode ainda verificar se ha uma relagao
signifcativa da distribuicdo dos haplétipos em relagdo a distribuicdo geografica
(Templeton 1995). Uma vantagem dessa metodologia € que ndo ha necessidade de
formagdo de grupos pré-estabelecidos (como agrupar amostras por uma
determinada area geografica). Através dos dados produzidos pelo NCPA pode-se
identificar a formacdo de determinados grupos (a posteriori), sua eventual
associacao a distribuicao geografica e ainda inferir se essa associagao resulta de
algum nivel de fluxo génico restrito entre as populagdes. Além disso, este € o unico
método de analise filogeografica que tem sido validado por uma série de dados de
controles positivos que envolvem um elevado numero de espécies, escala

geografica e esquemas de amostragem (Templeton 2008).

4.8 Analise espacial de variancia molecular e anélise Bayesiana de
estruturacdo genética

A anadlise espacial de variancia molecular (SAMOVA) agrupa populagdes
geograficamente homogéneas em um numero definido (K) pelo usuario dos grupos,
de modo que a proporc¢ao de variancia genética total observada entre grupos (indice
Fct) € maximizada. Essa anadlise foi aplicada com a finalidade de descobrir a
formagdo de grupos biolégicos a posteriori, pois agrupa populacbes que sao
geograficamente homogéneas (Dupanloup et al. 2002). Varias SAMOVAs foram
computadas, variando-se o numero K (numeros de grupos testados) de 2 a 10, até

que o valor de Fct ficasse relativamente constante. Para cada valor de K, 10000
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simulagdes foram desenvolvidas para cada grupo, sendo que essa analise também
foi computada utilizando o programa SAMOVA (Dupanloup et al. 2002).

A presenca de estruturagdo genética também foi avaliada por um método
bayesiano usando o programa BAPS (Bayesian Analysis of Genetic Population
Structure) versdo 4.14  (http://web.abo.fi/fak/mnf//mate/jc/software/baps.html),
desenvolvido por Corander et al. (2003), onde o numero de populagdes foi tratado
como “nao conhecido” e estimado a posteriori. Este método que visa a formagao de
grupos bioldgicos, utiliza um algoritmo Bayesiano para estimar a distribuicdo das
frequéncias alélicas de todas as populacdes, essas diferengcas nas frequéncias
alélicas nao-significantes sdo recalculadas assim como as distribuicdes usando as
populacdes combinadas. Na analise foi calculada, uma probabilidade posterior, a
partir de todos os individuos agrupados, que foi usada para escolher o melhor valor
do numero de grupos na partigdo ideal (numeros de clusters) através da analise de

mistura de populag¢des com a verificacdo de agrupamentos de individuos.
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5. Resultados

O banco de dados para as analises populacionais foi composto de 117
sequéncias nucleotidicas, cada uma com um total de 1037 pares de bases (pb)
resultante de dados concatenados para o DNAmt (sendo um fragmento de 16S de
520 pb e um fragmento da Regido Controle de 517 pb). A composi¢cdo média das
bases nucleotidicas que compde os dois fragmentos concatenados correspondeu a:
31,68% para Timina, 26,71% para Adenina, 25,15% para Citosina e 16,45% para
Guanina, apresentando um padrao esperado de composigao nucleotidica que ja foi
observado para o grupo dos anuros (Lougheed et al. 1999).

A partir de todas as sequéncias analisadas foram observados um total de 38
sitios polimérficos e 999 sitios monomorficos. Dentre os sitios que variaram, em 31
foram observados mutacdes do tipo transigcao e em sete, do tipo transverséo.

Foram observados 31 haplétipos, sendo que 21 destes foram unicos dentro
da amostragem. O haplétipo H1 (Tabela 03) apresentou a maior frequéncia na
distribuicdo geografica, com um total de 30 ocorréncias na Amazbnia Central
(Reserva Florestal Adolfo Ducke, UFAM, Rebio Uatuma) e escudo das Guianas
(PARNA do Virua e FLONA do Amapa) correspondendo a aproximadamente 28% do

total de hapldtipos identificados.

Tabela 03 - Frequéncia dos haplétipos das regides concatenadas do DNAmt (16S e Regido Controle)
de Phyllomedusa bicolor

Populacdes

Haplétipos RAD UFA UAT BAR ALT VIR AMP ACR STl TAB ATA Total
Mmn @ @ @& © & @ @6 (© 0 (11)
H1 1 - - - . - - - - 1

H2 5 1 2 10 - 8 4 - - - 30
H3 1 - - - - - - - - - - 1
H4 1 - - - - - - - - - 1
H5 1 - - - - - - . - 1
H6 4 5 5 - - - - - - - 14
H7 1 - - - - - - - - - - 1
H8 1 - - - - - - . - 1
H9 2 - - - - - - . - 2
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H10 - 1 - - - - - . - 1

H11 - - 1 - - - - - - - 1
H12 - - 1 - - - - - - - - 1
H13 - - 1 - - - - - - - - 1
H14 - - - - 12 - - - - - - 12
H15 - - - - 1 - - - - - - 1
H16 - - - - - 1 - - - - - 1
H17 - - - - - - 1 - - - - 1
H18 - - - - - -2 - - - - 2
H19 - - - - - - - 3 - - - 3
H20 - - - - - - - 2 7 2 8 19
H21 - - - - - - - 1T - - - 1
H22 - - - - - - 3 - - ] 3
H23 - - - - - - - 1T - - - 1
H24 - - - - - - - 2 - - - 2
H25 - - - - - - - 1 - - - 1
H26 - - - - - - - 1 - - - 1
H27 - - - - - - - T ; 1
H28 - - - - - - - -1 - - 1
H29 - - - - - - - - -4 - 4
H30 S - - 5 1 6
H31 - - - - - - - - - - 1 1
Total 77 7 10 10 13 9 7 14 9 11 10 117

Nota: RAD= Reserva Florestal Adolfo Ducke, UFA = UFAM, UAT = Rebio Uatuma, BAR = Barcelos, ALT = Altamira, VIR =
PARNA do Virua, AMP = FLONA do Amapa, ACR = Cruzeiro do Sul, STI = Santa Isabel do Rio Negro, TAB = Tabatinga, ATA =
Atalaia do Norte.

Os niveis de variabilidade genética intrapopulacionais foram estimados com
base nos parametros genéticos e nas analises de polimorfismo de DNA que estao

sumarizados na Tabela 04. A diversidade génica (h) total foi estimada em 0,884,

sendo que este valor é elevado quando comparado aos valores da maioria das
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localidades amostradas. Ha uma enorme variagdo neste indice onde a menor
diversidade génica foi 0,000 referente a localidade de Barcelos e a maior foi de
0,912 obtida para a populagdo do Acre. O indice de diversidade nucleotidica (1)
também foi calculado para todas as localidades amostradas, correspondendo a
média de 0,0083. Quando as populagdes foram analisadas separadamente a
diversidade nucleotidica variou de 0.0000 em Barcelos a 0,0037 na Reserva
Florestal Adolfo Ducke.

Para este estudo as estimativas de polimorfismo genético indicaram
diferentes niveis de variabilidade genética ao longo da area de distribuicdo
amostrada desta espécie.

Para os testes de neutralidade seletiva de mutacdes, o teste D de Tajima
(Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997), ndo apresentaram valores significantes, (ndo
tiveram o valor de P<0,05), o que sugere que as populagdes de P. bicolor estdao em
equilibrio genético, ndo demonstrando expanséo populacional e nenhum tipo de
selecao.

O teste de AMOVA revelou que ha uma forte estruturagdo genética, a qual é
apoiada significativamente pelo indice de fixagdo (®sr = 0,8166; P < 0,001). Os
resultados desta analise sugerem que a maior parte da variagao genética (81,66%)
esta distribuida entre as populacdes e que 18,34% dessa variagado ocorre dentro das
populacdes. Analisando o indice de diferenciacdo ®sr para cada localidade
separadamente, os valores indicaram forte estruturagcdo para todas as localidades,
apresentando pequena variagdo neste indice, de 0,79 na R. F. Adolpho Ducke a

0,83 em trés localidades (Barcelos, Altamira e PARNA do Virua).
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Tabela 04- indices de diversidade genética e testes de neutralidade seletiva, onde N= n°® amostral,
NH= n° de hapldtipos, S= n° de sitios polimoérficos, h= diversidade génica, 1= diversidade
nucleotidica.

Localidades N NH S h m Teste D Teste Fs de
de Tajima Fu

R. F. A. Ducke 17 09 10 0,875+-0,057  0,0037+/- 0.0021 1,10794 -1,44395
UFAM 07 03 07 0,523+/- 0,208 0,0030+/- 0,002 0,51770 2,31363
Rebio Uatuma 10 05 09 0,755+/- 0,129 0,0036+/- 0,002 0,79029 0,85149
Barcelos 10 01 - 0,000+/- 0,000 0,0000+/- 0,000 0,00000 -
Altamira 13 02 01 0,153+/-0,126 0,0001+/-0,0002 -1,14915 -0,53714
PARNA do 09 02 01 0,222+/- 0,166 0,0002+/- 0,0003 -1,08823 -0,26348
Virua
FLONA do 07 03 02 0,666+/-0,159 0,0008+/-0,0007 0,20619 -0,23726
Amapa
Acre 14 08 13 0,912+/-0,048 0,0028+/-0,0017 -1,12339 -1,99473
Santa Isabel 09 03 02 0,416+/-0,190 0,0005+/-0,0005 -0,58325 -0,53211
Tabatinga 11 03 02  0,690+/-0,086 0,0010+/-0,0008 1,66480 0,69375
Atalaiado Norte 10 03 02  0,511+/-0,164 0,0005+/-0,0005 -0,69098 -0,59381
Todos 117 31 38 0,884+/-0,017 0,0083+/-0,0043 0,66285 -3,12573

Nota: - significa que nao foi possivel calcular tal indice.

Os valores par a par do ®@sr para os pares de populagdes foram calculados
com o objetivo de verificar se as populagdes apresentam alguma estrutura genética
em comparagdo com as outras localidades. A maioria destas comparagdes foi
significativa (P< 0,05), com excecédo de sete comparagdes: R.F. Adolpho Ducke e
UFAM (®@s7= - 0,002), R. F. Adolpho Ducke e Rebio Uatuma (®sr= - 0,041), UFAM e
Rebio Uatuma (®sr= - 0,085), Barcelos e PARNA do Virua (®sr= 0,012), Santa
Isabel do Rio Negro e Acre (®sr= 0,077), Santa Isabel do Rio Negro e Atalaia do
Norte (®@sr= 0,079) e por fim a comparagdo Tabatinga e Atalaia do norte (@sr=
0,136) que apresentaram valores baixos de @sr e néao significativos (Tabela 05).
Todas as comparacgdes que envolveram a localidade de Altamira foram significativas
e obtiveram altos valores de ®sr destacamdo-se duas comparagdes, Altamira e
Barcelos (®sr= 0,9851) e o par Altamira e Atalaia do Norte (®sr= 0,9798).
Apresentaram também valores indicativos de estruturagdo genética as comparagdes
FLONA do Amapa e PARNA do Virua (®@sr= 0,237), FLONA do Amapa e Barcelos
(®s= 0,321), Acre e Atalaia do Norte (®sr= 0,194) e o par Acre e Tabatinga (®sr=
0,194).

Os resultados das comparacdes entre pares de populagdes em relacido ao
®srtambém foram utilizados para estimar indiretamente o niumero efetivo de fémeas

migrantes por geracao (Nemf) entre as localidades amostradas de P. bicolor (Tabela
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05). Essas comparagdes mostram que as populagbes de R.F. Adolpho Ducke,
UFAM e Rebio Uatuma apresentaram altos valores de Nemf, o que indica que pode
existir fluxo génico entre essas localidades. O mesmo pode estar ocorrendo no par
Barcelos e PARNA do Virua, que apresentou elevado valor de migrantes por
geracdo (Nemf = 40,00). Os resultados dessa analise indicaram também que a
populacao da localidade R.F. Adolpho Ducke demonstra fluxo génico restrito com as
localidades PARNA do Virua e FLONA do Amapa (Nemf = 1,0414 e Nemf = 1,6408
respectivamente). O mesmo resultado é evidenciado em outras comparagdes como
PARNA do Virua e FLONA do Amapa (Nemf = 1,608), Barcelos e FLONA do Amapa
(Nemf = 1,055) e, Santa Isabel do Rio Negro e Tabatinga (Nemf =1,365). Ja as
comparagoes Acre e Santa Isabel do Rio Negro, Atalaia do Norte e Santa Isabel do
Rio Negro revelaram valores de Nemf que indicam fluxo génico entre essas
localidades, mesmo sendo separadas por mais de 1200 e 780 quildmetros de
distancia, respectivamente.

Através do programa MEGA 4.0 foi obtida uma arvore filogenética n&o
enraizada baseada no método de Minima Evolugdo que apresentou basicamente
quatro clados representados por grupos de localidades como pode ser observado na
Figura 05. A cor azul representa os individuos das localidades da Amazénia Central
(R. F. Adolpho Ducke, UFAM, Rebio. Uatuma), a cor vermelha representa a
localidade Altamira situada sobre o Escudo Brasileiro, a cor verde representa um
agrupamento que inclui as localidades do Escudo das Guianas e a localidade de
Barcelos, e a cor laranja representa as localidades do Oeste Amazonico (Santa
Isabel do Rio Negro, Tabatinga, Atalaia do Norte e Acre).

A arvore de Evolugdo Minima mostra a separagcdo das amostras em quatro
clados distintos. Um dos agrupamentos apresenta individuos somente da localidade
Altamira, constituindo um clado monofilético. Ja as localidades da Amazo6nia Central
mostram-se em dois clados distintos, um deles apresenta representantes desta
regido geografica, e outro que agrupa individuos da Amazénia Central e Escudo das
Guianas mais a localidade de Barcelos (Clado com individuos de cores verdes e
azuis). O quarto clado mostra as localidades do Oeste Amazbdnico agrupadas

formando mais um clado monofilético.
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Figura 05: Arvore filogenética ndo enraizada com base no modelo de Minima Evolugéo gerada pelo método
de Kimura 2 par&metros. Nota: as cores representam individuos dentro de grupos de localidades, a cor
vermelha representa a localidade Altamira; a cor Azul representa as localidades R. F. Adolpho Ducke,
UFAM e Rebio Uatuma; a cor verde representa as localidades Barcelos, PARNA do Virua, e FLONA do
Amapa; e a cor laranja representa as localidades Santa Isabel do Rio Negro, Tabatinga, Atalaia do Norte e

Acre.
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Tabela 05- Matriz mostrando os valores de ®@srdas comparagbes entre os pares de populagdes de Phyllomedusa bicolor (abaixo da diagonal). Acima da diagonal
encontram-se os numeros efetivos de fémeas migrantes por geragao (Nemf).

POP. RAD (1) UFA (2) UAT (3) BAR (4) ALT (5) VIR (6) AMP (7) ACR (8) STI (9) TAB (10) ATA (11)
RAD (1) - inf inf 0,959 0,224 1,041 1.640 0,146 0,115 0,110 0,108
UFA (2) - 0,002 - inf 0,214 0,096 0,253 0.418 0,116 0,064 0,066 0,058
UAT (3) - 0,041 - 0,085 - 0,464 0,172 0,522 0.866 0,133 0,091 0,088 0,083
BAR (4) 0.,42* 0.,99* 0,518* - 0,007 40,00 1.055 0,075 0,011 0,022 0,011
ALT (5) 0,690* 0,838* 0,743* 0,985* - 0,015 0.037 0,053 0,011 0,017 0,010
VIR (6) 0,324~ 0,663* 0,488* 0,012 0,969* - 1.608 0,083 0,017 0,027 0,016
AMP (7) 0,233* 0,544~ 0,366* 0,321* 0,929* 0,237* - 0,099 0,029 0,039 0,027
ACR (8) 0,773* 0,810* 0,788* 0,868* 0,903* 0,857* 0.834* - 5,928 2,067 4,309
STI(9) 0,812* 0,886* 0,845* 0,976* 0,978* 0,966* 0.943* 0,077 - 1,365 5,779
TAB (10) 0,818* 0,882* 0,849* 0,956* 0,966* 0,947* 0.926* 0,194* 0,268 - 3,173
ATA (11) 0,821* 0,894* 0,856* 0,977 0,979* 0.967* 0.947* 0,103* 0,079 0,136 -

Os numeros entre parénteses ao lado das abreviaturas das populagdes sdo os numeros atribuidos as localidades em todas as analises. * indica o nivel de significancia de P < 0,05, inf = valor de Nemf
infinito.
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A correlacdo entre a divergéncia genética e a distancia geografica de P.
bicolor coletadas na Amazénia foi realizada via teste de Mantel. O resultado revelou
baixa correlagdo significativa entre distancia genética encontrada e a distancia
geografica (r = 0,26521, P = 0,06). Portanto, a variagao genética encontrada entre as
populagdes de P. bicolor ndo pode ser explicada pela simples distribuicdo geografica
das amostras.

As analises de NCPA definiram seis niveis hierarquicos correspondentes aos
clados (1-7, 2-2, 2-7, 3-1, 3-2 e 4-1), 0 que demonstra a rejeicdo da hipdtese nula da
nao associagao entre distdncia geografica e divergéncia genética (Figura 06). Os
resultados gerados pela chave de inferéncia de Templeton (Templeton 2005)
sugerem que no menor nivel de agrupamento (clado 1-7), corresponde a “fluxo
génico restrito com isolamento por distancia”. Ja em um nivel superior de
agrupamento, que corresponde ao nivel 2-2, sugere a ocorrencia de “fluxo génico
restrito” ou “dispersao a longa distancia sobre areas geograficas ndo ocupadas pela
espécie”, ou ainda “fluxo génico no passado seguido de extingdes em populagdes
intermediarias”. Ja os resultados para o clado 2-7 ndao foram conclusivos.

As analises de NCPA revelaram ainda que os niveis 3-1, 3-2 e 0 maior nivel
de agrupamento hierarquico 4-1 podem ter passado por “fluxo génico restrito” ou
“dispersao a longa distancia sobre areas geograficas ndo ocupadas pela espécie”,
ou ainda “fluxo génico no passado seguido de extingbes em populagdes
intermediarias” (Tabela 6). Apesar de nao conclusivos quanto a identificagdo de um
possivel evento histérico demografico nos maiores niveis de agrupamentos
hierarquicos do cladograma, os resultados gerados pela NCPA fornecem
informagdes a respeito da correlagdo significativa entre divergéncia genética e

distribuicao geografica.
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Figura 06: Cladograma dos 31 haplétipos identificados em P. bicolor. Cada linha corresponde a um
passo mutacional. As elipses menores representam os haplétipos ndo detectados. * Indica correlagao

significativa entre distancia geografica e divergéncia genética identificada nas analises de NCPA.
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Tabela 06: Resultado das analises do agrupamento dos clados (NCPA) em P. bicolor, mostrando os
valores das distancias dos clados (Dc), distancias dos clados agrupados (Dn) e distancia dos clados
interiores versus ponta (I-T). Apenas clados com permutac¢des significantes (X2) para estrutura
geografica constam nesta tabela.

Nivel Clados Localizacéo D, D, Valores Conclusao da
agrupado inclusos X*-P chave de
inferéncia
1-7 H31 Ponta 0.00000 181.142
H29 Ponta 0.0000*< 150.586*<
0,02 Fluxo génico
H30 Ponta 9.2493*< 156.096*< ,
restrito com
H20 Interior 375.234*> 360.044*> isolamento por
I-T 370.189*> 203.675*> distancia
2-2 1-3 Ponta 0.0000*< 812.005*>
1-5 Interior 416.126*< 450134« 002 Fluxo génico
restrito/disperséo a
I-T 416.126*> -361.871*< o
longa distancia
sobre areas
geograficas ndo
ocupadas pela
espécie ou fluxo
génico no passado
seguido de
extingdes em
populacdes
intermediarias
2-7 1-7 Interior 289.116 269.392*<
1-14 Interior 0.0000 593.023*>  0:002 Resultado Nao
Conclusivo
I-T - -
3-1 2-1 Ponta 85.133*< 243.295*< Fluxo génico
2-2 Ponta 489509  518.016*> restrito/dispersao a
0,000 longa distancia
2-3 Ponta 118.276*< 620.80*> .
sobre areas
2-6 Interior 273.796 325.690 geograficas n&o
I-T -37.701 -139.330 ocupadas pela

espécie ou fluxo
génico no passado
seguido de

extingdes em
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populacdes

intermediarias

3-2 2-4 Ponta 432.791 613.850*>
2-5 Ponta 0.000*< 539.387*> Fluxo génico
0,0002 restrito/dispersao a
2-7 Interior 291.513 267.741*< o
longa distancia
I-T 161.676 -293.985*< sobre areas
geogréficas ndo
ocupadas pela
espécie ou fluxo
génico no passado
seguido de
extingcdes em
populagdes
intermediarias
4-1 3-1 Ponta 457.201*< 569.567*<
32 Ponta 328.180*<  865.104*> Fluxo génico
0,0000 restrito/disperséo a
3-3 Interior 0.0000 1312.395 A
longa distancia
I-T -409.370*> 633.270 sobre areas

geograficas nao
ocupadas pela
espécie ou fluxo
génico no passado
seguido de
extingdes em
populacdes

intermediarias

Nota: Os valores significativamente menores ou maiores para Dc, Dn e I-T (Dc e Dn) estdo indicados respectivamente por <
(pequeno) e > (grande) e * indica o nivel de significancia (P < 0,05). Os resultados foram interpretados utilizando a chave de
inferéncias de Templeton (Templeton, 2005).

Para verificar as distancias genéticas entre as localidades amostradas, foi
implementado no programa MEGA 4.0 uma estimativa da divergéncia evolucionaria
sobre pares de sequéncias entre cada localidade (Tabela 07). Essas distancias
genéticas variaram de 0% a 1,6%, onde as maiores distadncias sempre ocorreram
entre as comparagdes que envolveram localidades do Oeste Amazénico com as
demais localidades.

A andlise de variancia molecular espacial (SAMOVA) foi empregada com o
intuito de revelar a formagao de grupos biolégicos a posteriori. Varias analises foram
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computadas variando o numero de K (numeros de grupos testados). Assim, foi
possivel constatar, que o valor de Fct (indice de diferenciacdo entre grupos) chega a
ficar relativamente constante em uma variagao genética de 83,97%. Quando testado
K= 4 grupos o valor de Fct possui um suporte mais significativo (P< 0,001),
explicando a formacédo dos grupos com a seguinte configuracéo: grupo 1) UFAM,
Reserva Florestal Adolfo Ducke e Rebio Uatuma; grupo 2) Barcelos, PARNA do
Virua e FLONA do Amapa; grupo 3) Altamira; grupo 4) Cruzeiro do Sul, Santa Isabel
do Rio Negro, Tabatinga e Atalaia do Norte (Tabela 08).

Tabela 07: Estimativa da divergéncia evolutiva sobre pares de sequéncias entre as localidade. Os
resultados s&o baseados em comparagdes par a par de 117 individuos de P. bicolor agrupados em
suas respectivas localidades, A analise foi conduzida utilizando o método evolutivo Kimura 2-
parametros no programa MEGA 4.0

Loc. RAD(I) UFA(2) UAT(3) BAR@) ALT(5) VIR(6) AMP(7) ACR(8) STI(9) TAB(10) ATA(1l)

RAD() -
UFA(2) 0,003 -

UAT(3) 0,004 0,003 -

BAR(4) 0,003 0,004 0,004 -

ALT(5) 0,007 0,007 0,007 0,006 -

VIR(6) 0,003 0,004 0,004 0,000 0,006 -

AMP(7) 0,003 0,004 0,004 0,001 0,005 0,001 -

ACR(8) 0,015 0,016 0,015 0,013 0,016 0,013 0,013 -

STI(9) 0,014 0,015 0,014 0,012 0,015 0,012 0,012 0,002 -

TAB(10) 0,015 0,015 0,015 0,012 0,016 0,013 0,013 0,002 0,001 -
ATA(11) 0,014 0,015 0015 0,012 0,016 0,012 0,012 0,002 0,001 0,001 -
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Tabela 08: Probabilidade posterior da formagédo de grupos gerada através do programa SAMOVA
apresentado a porcentagem de variagdo entre os grupos testados na andlise de estruturacdo estao
presentes nesta tabela somente os valores de K que obtiveram as maiores variagdes e valores de Fct
significantes (abreviagbes ver Tabela 02).

Numeros de Grupos formados Porcentagem  Valor de Fct Teste de
grupos (K) da variacao significancia
2 grupos 1 (ACR, STI, TAB, ATA)
2 (RAD, UFA, UAT, BAR, ALT, VIR, 76,58 0,765* 0,002+-
AMP) 0,00164
3 grupos 1 (ACR, STI, ATA, TAB)
2(RAD, UFA, UAT, BAR, VIR, AMP) 81,36 0,813* 0,00098+-
3 (ALT) 0,00098
4 grupos 1 (RAD, UAT, UFA)
2 (BAR, VIR, AMP) 83,97 0,839* 0,00000+-
3 (ALT) 0,00000
4 (ACR, STI, TAB, ATA)
5 grupos 1 (ALT)
2 (RAD, UFA, UAT) 83,46 0,834* 0,00000+-
3 (BAR, VIR, AMP) 0,00000
4 (ACR)
5 (STI, TAB, ATA)

* indica o nivel de significancia de P < 0,05

Outra anadlise de agrupamento de populagbes ou grupo de populacbes a
posteriori foi realizada pela Analise Bayesiana de Estrutura de Populagao
implementada pelo programa BAPS 5.1 (Corander et al. 2007). Verificamos que o
melhor valor de probabilidade posterior para a formagdo de grupos corresponde a
cinco agrupamentos (Clusters) como observado na tabela 9. Nesses agrupamentos
foi possivel observar que as localidades Acre, Reserva Florestal Adolpho Ducke e
Rebio Uatuma apresentaram representantes em mais de um cluster. O cluster 4 foi o
que agrupou um maior numero de localidades sendo composto pela Reserva
Florestal Adolpho Ducke, UFAM, Barcelos, PARNA do Virua e FLONA do Amapa. A
localidade Altamira aparece na analise se agrupando com um unico individuo da

Rebio Uatuma no cluster 5.
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Tabela 09: Agrupamentos de populagdes suportados pelo programa BAPS 5.1; este arranjo de
agrupamentos populacionais & apoiado por uma probabilidade posterior de 0,918 (abreviagdes ver
Tabela 02).

Numero de Clusters Localidades agrupadas
Cluster 1 ACR
Cluster 2 STI, TAB, ATA, ACR
Cluster 3 RAD, UFA, UAT
Cluster 4 RAD, UFA, BAR, VIR, AMP
Cluster 5 UAT, ALT

A Figura 07 representa um grafico gerado pelo programa BAPS, onde cada
cluster é identificado por barras coloridas. Observa-se que as populagdes do oeste
da Amazénia brasileira se agruparam em um unico cluster e sédo representados pela
cor verde, com apenas um individuo apresentando a cor vermelha. As localidades
Barcelos, PARNA do Virua e FLONA do Amapa apresentam somente a cor amarela,
0 que indica que estes grupos possuem uma maior homogeneidade genética entre
si. Ja a localidade de Altamira mostra-se como um unico grupo indicado pela cor
rosa, e esta mesma cor aparece em um unico individuo da localidade Rebio Uatuma
0 que indica compartilhamento de haplatipos.

A localidade Reserva Florestal Adolpho Ducke apresenta na Figura 07, em
sua maioria, individuos de cor amarela com alguns individuos de cor azul,
diferentemente do que aparece na localidade UFAM onde a maioria dos individuos
apresenta cor azul. O mesmo ocorre com a localidade Rebio Uatuma, porém esta,
como ja citado, apresenta também um unico individuo com a cor rosa. Nessas trés
localidades ndo foi encontrado muita homogeneidade, o que é evidente pelas
diferentes cores que elas apresentam. Porém, a cor azul s ocorre nessas trés
localidades o que pode ser indicativo do agrupamento dessas populacbes (ver

cluster 3 na tabela 09).
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Figura 7- Grafico em barras gerado pela analise implementada no Programa BAPS (Bayesian
Analysis of Population Structure versado 5.1) a qual estima a probabilidade posterior da formacgéo de
grupos que sao representados pelas cores, mostrando um total de 5 grupos.
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6. Discussao

6.1 Diversidade genética em Phyllomedusa bicolor

Os valores de diversidade génica apresentados pelas localidades estudadas
variaram muito, chegando a valores altos como os de 0,91 no Acre, a praticamente
inexistente como em Barcelos, onde todos os individuos apresentaram o mesmo
haplétipo. As duas amostras populacionais citadas acima apresentaram tamanhos
amostrais de 14 e 10 individuos respectivamente. Entretanto, no Acre a amostragem
foi realizada em trés diferentes sitios reprodutivos, sendo dois no municipio de
Cruzeiro do Sul e um no municipio de Rio Branco. Ja na localidade de Barcelos, a
coleta foi realizada em apenas um sitio reprodutivo. Provavelmente o que estamos
observando, em relacdo a esse dois exemplos, € que a variagdo da diversidade
génica, entre as duas localidades, estd sendo influenciada pelo método de
amostragem em sitios reprodutivos diferentes em uma mesma localidade.

Quando observamos os valores de diversidade génica das localidades Santa
Isabel do Rio Negro e FLONA do Amapa, as quais tiveram um padrdo de coleta
semelhante ao modelo de Barcelos verificamos que a diversidade génica apresenta-
se um pouco mais elevada (Tabela 04). A diversidade génica verificada para a
localidade Barcelos possivelmente tem a ver com: 1) o tipo de amostragem em um
unico sitio reprodutivo, 2) Os individuos coletados nessa localidade tem um maior
relacionamento familiar do que os exemplares de Santa Isabel do Rio Negro e
FLONA do Amapa (essas duas localidades também foram amostradas em apenas
um sitio reprodutivo), porém com uma menor variabilidade genética do que todas as
outras localidades estudadas.

Em sete das onze localidades verificamos valores elevados de diversidade
génica, porém quando observamos os valores de diversidade nucleotidica
observamos que somente quatro localidades apresentaram uma maior variagdo em
suas composi¢des nucleotidicas para o DNAmt: Reserva Florestal Adolpho Ducke,
Rebio Uatuméa, UFAM e Acre (Tabela 03).

Dentre os individuos coletados na Reserva Florestal Adolpho Ducke foram
observados 9 haplétipos, sendo que o haplétipo H2 desta localidade possui maior
distribuicdo geografica e maior numero de ocorréncias. Tais caracteristicas estdo de

acordo com o critério de origem baseado na frequéncia descrito por Templeton
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(1998) e provavelmente seria o haploétipo ancestral dos individuos de Phyllomedusa
bicolor. Em segundo lugar em numeros de haplétipos esta a localidade Acre com um
total de 8, ja a localidade Rebio Uatuma possui cinco haplétipos, esse conjunto de
haplétipos das trés localidades acima citadas, juntos correspondem a 70% do total
de haploétipos encontrados nesse estudo, que foi um total de 31.

Funk et al. (2007) encontraram um grande numero de haplétipos (para os
segmentos mitocondriais regides 12S, 16S e o gene do RNA transportador da
valina) para a espécie Engystomops petersi. Foram observados 44 haplétipos em 65
amostras coletadas em 22 sitios de coleta distribuidos no oeste da Amazodnia. Ja na
bacia do rio Jurua, Lougheed et al. (1999) em seu trabalho com a espécie Allobates
femoralis, verificaram a existéncia de 19 hapldtipos (para o segmento citocromo b)
em 25 amostras. Comparando as amostragens e os numeros de haplétipos
encontrados nesses trabalhos com o presente estudo, verificamos que nossa
amostragem apresentou um numero menor de haplétipos devido a caracteristicas
dos fragmentos sequenciados, que n&o apresentaram muita variagdo entre as
localidades.

Em nossas analises, Barcelos foi a localidade que teve o menor numero de
haplétipos; os 10 individuos coletados nesta localidade estdo representados por
apenas um haplétipo. Possivelmente esta localidade seria uma populagao recente, e
que o tempo desde o surgimento até o presente néo foi suficiente para haver o
aparecimento de novos haplétipos. Novamente vemos o efeito da amostragem ou
provavelmente a relagado de parentesco entre esses individuos.

Quando comparamos a quantidade de sitios polimorficos, verificamos que
todas as localidades juntas apresentam um total de 38 em 1037 sitios, com a
localidade Acre apresentando 13 sitios polimérficos seguida pela localidade Reserva
Florestal Adolpho Ducke com 10, e a localidade Rebio Uatuma, com 9. Novamente,
verificamos a existéncia de altos valores de diversidade para essas trés localidades.
Funk et al. (2007) verificaram a existéncia de 23 sitios polimorficos para um total de
2380 sitios (obtidos a partir das regides 12S, 16S e o RNA transportador da valina).
Ja Lougheed et al. (1999) utilizando o gene citocromo b (305 pares de bases)
também do DNAmt, encontraram um total de 61 sitios polimorficos.

Se levarmos em conta as caracteristicas genéticas das regides estudadas no

presente estudo, encontramos uma explicagdo para a quantidade de sitios
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polimoérficos e o numero de haplétipos encontrados nesse trabalho. A regido 16S
apresenta-se bastante conservada, mas apresenta certas regides variaveis, que
estdo relacionadas com regides de loops na estrutura secundaria desta molécula,
que possibilita o aparecimento de mutacdes nesses locais, por isso foi escolhida
como marcador molecular que representa o “barcoding dos anfibios” (Vences et al.
2005). Ja a Regiao Controle do DNAmt possui maior variagdo nucleotidica, pois as
taxas de evolugdo dessa regido sdo de duas a cinco vezes mais altas do que em
genes mitocondriais codificantes de proteina (Greenberg et al , 1983), porém o
sequenciamento dessa regidao foi realizado utilizando inicialmente primers
desenvolvidos por Goebel et al. (1999) (ControllP-H) e depois de obtidas as
primeiras sequéncias foi possivel desenvolver primers especificos para P. bicolor.
Como inicialmente foram usadas sequéncias obtidas com o auxilio dos primers
desenvolvidos por Goebel et al. (1999), os primers desenvolvidos para 0 nosso
trabalho e usados nos sequenciamentos sao de uma regiao central e conservada da
Regido Controle (Goebel et al. 1999), o que provavelmente influenciou na
quantidade reduzida de sitios polimérficos encontrados nas populagdes de P.
bicolor.

Os dados de diversidade mostram-se bastante heterogéneos variando muito
os niveis de variabilidade para cada localidade. Isso provavelmente deve estar
relacionado com o padréo de amostragem entre as localidades: quando amostramos
em mais de um ponto de coleta os indices aumentam, porém quando amostramos
em um unico sitio reprodutivo os valores diminuem. Os valores de diversidade
mostram-se reduzidos provavelmente devido a endogamia, individuos que vivem
proximos podem ter relacdo de parentesco mais proxima e com isso exibir uma

menor variabilidade genética.

6.2 Analise da estrutura genética populacional e fluxo génico

A analise de variancia molecular (AMOVA) revelou que a maior parte da
variagdo genética encontrada (81,66%) esta distribuida entre as populagdes. As
populacdes de P. bicolor que nessa anadlise foram delimitadas a priori pelas
localidades amostradas estao estruturadas, o que pode ser evidenciado pelo indice

de diferenciagdo gerado pela andlise ®sr = 0,8166 com elevada significancia (P <
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0,001). Essa analise nos informa que ha algum nivel de estruturagdo nas
populagdes amostradas.

As comparacgdes par a par do @srentre cada localidade nos mostram que a
maioria das comparacbes apresentou valores elevados e sensivelmente
significantes, valores esses considerados de forte estruturagdo, acima de 0,25
(Wright 1931). Os pares Altamira e Barcelos e, Atalaia do Norte e Altamira foram as
comparagdes que obtiveram os maiores valores de indices de diferenciagao,
portanto se apresentam fortemente estruturadas entre si, ou seja, estdo
diferenciadas geneticamente umas das outras possivelmente devido a distancia
entre essas localidades.

As comparagdes R. F. Adolpho Ducke vs. UFAM e R. F. Ducke vs. Rebio
Uatuma n&o apresentaram valores de @sr significativos, além disso, esses valores
foram baixos ndo indicando nenhuma estruturacdo entre essas localidades da
Amazénia Central. Quando observados os valores do numero de migrantes por
geracgao entre esses pares de comparagdes verificamos grande ocorréncia de fluxo
génico entre essas trés localidades as quais ndao podem ser consideradas
geneticamente diferenciadas. O mesmo padrdo de similaridade genética parece
ocorrer também entre os pares Barcelos e PARNA do Virua, Santa Isabel do Rio
Negro e Atalaia do Norte e, Santa Isabel do Rio Negro e Acre que estdo separadas
por mais de 1200 quildmetros de distancia e parecem nao estar diferenciados
geneticamente.

Quando examinamos o par Barcelos e PARNA do Virua verificamos a
presenca de fluxo génico entre essas duas localidades apesar de separadas por
mais de 360 quildmetros. Este resultado revela intenso fluxo génico e auséncia de
estruturacdo, possivelmente representando uma menor diferenciagcao entre Barcelos
e PARNA do Virua. Ainda nessas analises verificamos que a localidade R. F.
Adolpho Ducke em relagdo as localidades PARNA do Virua e FLONA do Amapa
apresentam valores de Nemf que indicam fluxo génico restrito, sugerindo que
possivelmente em algum momento de suas respectivas histérias evolutivas as
populagdes trocaram genes entre si. Um padréo similar é encontrado entre o par
PARNA do Virua e FLONA do Amapa e também no par Santa Isabel do Rio Negro e
Tabatinga.
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No presente estudo, os resultados sugerem que as localidades da Amazdnia
Central (R.F. Adolpho Ducke, UFAM, Rebio Uatuméa), Escudo das Guianas (PARNA
do Virua e FLONA do Amapa) mais a localidade de Barcelos estdo mais
relacionadas entre si, de modo que entre essas localidades encontramos os
menores indices de diferenciagcdo. Quando comparados aos valores do indice de
diferenciagdo das localidades do Oeste Amazonico (Santa Isabel do Rio Negro,
Tabatinga, Atalaia do Norte e Acre), estas se apresentam fortemente diferenciadas
em relagdo as localidades da Amazébnia Central e Escudo das Guianas e a
localidade de Barcelos. Ainda a localidade que esta no Escudo Brasileiro, Altamira,
demonstra-se diferenciada de todas as outras localidades.

Os resultados gerados pela SAMOVA e BAPS corroboram a formagédo dos
grupos descritos acima. No resultado gerado pela SAMOVA, o valor de K com o
maior Fct e maior variacdo entre grupos foi K=4, e curiosamente os 4 grupos
encontrados na analise se configuram como: grupo 1) localidades da Amazbnia
Central; grupo 2) localidades do Escudo das Guianas mais Barcelos; grupo 3)
representado pela localidade do Escudo Brasileiro (Altamira) e o grupo 4)
representado pelas localidades do Oeste Amazonico.

Os resultados gerados pelo BAPS nos contam uma histéria semelhante com
um numero de cinco clusters. Neste caso, novamente foi observado uma
configuragdo parecida com os outros resultados descritos acima. No cluster 1
encontramos um unico individuo do Acre, no cluster 2 encontramos todas as
localidades do Oeste Amazénico, no cluster 3 estdao agrupadas as localidades da
Amazobnia Central, no cluster 4 encontramos uma mescla de Amazoénia Central e
Escudo das Guianas mais Barcelos; ja no cluster 5 encontramos um unico individuo
da localidade Rebio Uatuma agrupando-se com a localidade do Escudo Brasileiro
(Altamira).

Verificamos que na analise gerada pelo BAPS ha um compartilhamento de
haplétipos entre Amazénia Central e Escudo das Guianas e um haplétipo
compartilhado entre a localidade Rebio Uatuma e a localidade do Escudo Brasileiro.
Entretanto a configuracdo de grupos apresentada por essa analise nao difere
daquilo que foi evidenciado em outras analises no presente estudo. Aparentemente,
as 11 localidades amostradas se agrupam em quatro grupos distintos na Amazdnia

brasileira constituindo quatro unidades geneticamente diferenciadas.
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Os padroes demograficos histéricos envolvidos na dindmica populacional do
kambé foram identificados e interpretados pela NCPA. No presente estudo foram
encontrados 6 clados (1-7, 2-2, 2-7, 3-1, 3-2 e 4-1) onde ha rejeicdo da hipotese nula
da nao correlagéo entre variagdo genética e distribuicdo geografica, apesar da fraca
correlacao encontrada pelo teste de Mantel.

Para o clado 1-7, que agrupa localidades do Oeste Amazbnico, o NCPA
indicou “fluxo génico restrito com isolamento por distédncia”. Neste clado esta
presente o haplétipo H20 que ocorre nas localidades de Acre, Santa Isabel do Rio
Negro, Tabatinga e Atalaia do Norte, constituindo o segundo haplétipo mais
distribuido geograficamente e que possui a segunda maior frequéncia. Portanto,
caracterizando provavelmente o haplotipo ancestral para essa regido da Amazonia.
Ja o hapldétipo H2 localizado no clado 2-2, o qual agrupa as localidades do Escudo
das Guianas juntamente com Barcelos e as localidades da Amazénia Central, € o
que possui a maior distribuicdo geografica e maior frequéncia na amostragem
correspondendo ao haplotipo mais antigo da espécie P. bicolor, tendo em vista que a
extensdo geografica de um haplétipo esta diretamente relacionada com sua idade
(Templeton 1998).

A existéncia de haplétipos amplamente espalhados geograficamente faz com
que esses clados possuam atributos robustos para aceitacdo de um padrao
demografico de fluxo génico restrito via isolamento por distancia, tendo em vista que
quando uma mutacdo ocorre e cria um novo haplétipo, este novo haplétipo reside
inicialmente dentro da distribuicdo geografica de seu haplétipo ancestral. Entretanto,
se ha fluxo génico restrito, resultante do movimento limitado de individuos ou por
qualquer fenbmeno de vicariancia, este haplétipo novo ficara por mais tempo restrito
a apenas uma area geografica (Templeton 1998).

Quando analisamos o clado 2-2, a NCPA indicou esquema de amostragem
inadequado para diferenciar entre “fluxo génico restrito”, “disperséo a longa distancia
sobre areas geograficas intermediarias ndo ocupadas pela espécie” e “fluxo génico
no passado seguido de extingdes nas populagdes intermediarias”. Porém, neste
clado esta agrupado o haplétipo ancestral de P. bicolor, e essa caracteristica € uma
forte evidéncia de que o padrdo mais aceito € o mesmo indicado para o clado 1-7.

O clado 2-7 apresentou, segundo a inferéncia de Templeton (2005),

“resultados nao conclusivos”, isso ndo € uma falha da analise, mas sim uma
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vantagem, pois a habilidade da chave de inferéncia de identificar tal resultado
mostra a deficiéncia de nossa amostragem. A chave de inferéncia também incorpora
os tipos de padrées que podem surgir em uma amostragem inadequada, conduzindo
assim a nenhuma inferéncia biologica definitiva (Templeton 1998).

Nos Clados 3-1 e 3-2, a inferéncia também indicou esquema de amostragem
inadequado para diferenciar entre “fluxo génico restrito”, “dispersédo a longa distancia
sobre areas geograficas intermediarias ndo ocupadas pela espécie” e “fluxo génico
no passado seguido de extingdes nas populagdes intermediarias”. Entretanto esses
clados apresentam-se conectados por um unico haplétipo. O restante dos passos
mutacionais ocorrem ligando os haplétipos intermediarios (ndo amostrados
simbolizados pelos pequenos circulos entre os passos mutacionais, ver Figura 06),
ou seja, ha uma falta de amostragem entre regides geograficas intermediarias para
os dois clados 3-1 e 3-2. Segundo Templeton (1998), quando um cladograma mostra
essa configuracdo onde clados de altos niveis hierarquicos apresentam entre si
muitos haplétipos intermediarios (ndo amostrados), o padrao de diferenciagdo é
devido a um isolamento por distancia.

Os resultados gerados pela NCPA indicam que em nossa amostragem ha sim
clados que rejeitam a hipétese nula da ndo associagao entre a distancia geografica e
a divergéncia genética, porém o esquema de amostragem foi inadequado para
decidir, com exatiddo, o melhor modelo para explicar a diferenciagcdo encontrada.
Apesar disso, foi possivel verificar que em todas as inferéncias ha sempre uma
indicagao para “fluxo génico restrito”, possivelmente provocado por isolamento por
distdncia. Em nossa amostragem possuimos pontos de coleta que variam de 40 a
2500 km de distancia entre si e considerando que os anuros geralmente sdo animais
com pouca capacidade de se deslocar por grandes distancias, concluimos que
provavelmente o modelo de fluxo génico restrito devido a um isolamento por
distancia se aplica aos resultados obtidos.

A Figura 05 e a Tabela 07 corroboram com as analises descritas acima onde
a configuragdo de 4 grupos é apresentada na forma de arvore filogenética de
Minima Evolugao. Os resultados das distancias genéticas nos mostram que ha uma
maior diferenciagdo entre pares de localidades da Amazénia Central, Escudo das
Guianas e Escudo Brasileiro em relagao as localidades do Oeste Amazénico, onde

encontramos 0s maiores valores de distancia genética. Provavelmente, o que
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estamos vendo em nossos resultados, segue a mesma explicagao da interpretagao
da NCPA onde o padrao mais aceito € uma diferenciagao regida por um isolamento
por distancia. Um resultado parecido foi encontrado por Hrbek et al. (2007) que
observaram que para a espécie Arapaima gigas um pequeno efeito de isolamento
por distancia é observado através dos dados de microssatélites, mas nao através
dos dados de DNAmt.

Portanto, nossos resultados indicam que possivelmente as populagdes de P.
bicolor amostradas para este estudo apresentam um padrao de diferenciagao
mediado por um isolamento por distancia tendo em vista as grandes distancias
geograficas encontradas entre as localidades. Entretanto, novas coletas em novas
localidades e em pontos intermediarios devem ser realizadas para assim nos
fornecer informacdes mais precisas sobre este padrao de diferenciacdo. O uso de
outros marcadores moleculares (como marcadores nucleares) também podem nos
fornecer novas informagdes que contribuirdo para a confirmagdo de nossos

resultados.

43



7. Conclusao

A espécie Phyllomedusa bicolor apresenta niveis de variabilidade genética
relativamente heterogéneos em toda amostragem, variando desde niveis muito
baixos a niveis elevados de diversidade, os quais nos indicam que ha alguma
relagdo entre a quantidade de sitios de amostragem e os valores dos indices de
diversidade encontrados. Quando a amostragem foi realizada em apenas um sitio
reprodutivo, a endogamia diminui os indices de diversidade; porém, quando a
amostragem é feita em mais de um sitio, esse efeito é diminuido contribuindo para o
aumento da variabilidade genética.

Em nossa amostragem foi possivel verificar a existéncia de 4 unidades
geneticamente diferenciadas sendo constituidas por: 1) Amazénia Central, 2)
Escudo das Guianas mais Barcelos, 3) Escudo Brasileiro e 4) Oeste Amazénico.
Verificamos uma maior relagdo entre os grupos Amazbnia central, Escudo das
Guianas e Escudo Brasileiro, pois esses apresentaram baixa diferenciagcdo genética
entre si quando contrastados com o grupo do Oeste amazbdnico, onde a
diferenciagao em relagao a todos os outros grupos foi mais acentuada.

A associagao entre distancia genética e distancia geografica nao foi evidente
em toda a nossa amostragem. Entretanto, o padrdo que melhor se encaixa para
explicar a diferenciagdo genética encontrada é o isolamento por distdncia. Porém,
nds nao descartamos a possibilidade de atuagao de eventos histéricos-demograficos
que moldaram a distribuicdo da variabilidade genética encontrada na espécie P.
bicolor.

Novos estudos genéticos com outros marcadores moleculares, uma
amostragem mais robusta e ainda dados de modelagem de nicho ecoldgico poderéao
nos ajudar a explicar melhor quais eventos atuaram na variabilidade genética dentro
da espécie em questdo, e assim fornecer informagdes mais precisas sobre a histéria

evolutiva desta espécie de anuro amazdnico.
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