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RESUMO

Em termos de diversidade de anfibios, a regido Neotropical é inigualavel, ocorrendo
aproximadamente 2.065 espécies, mais do que em qualquer outra regidao no planeta. SO para a
América do Sul sdo reconhecidos 95% dessa diversidade (1.959). O Brasil é o pais mais rico em
espécies de anfibios do planeta com 946 descritas e os anuros, o grupo mais diverso, com 350
espécies para a Amazonia. Vdrias teorias biogeograficas tentam explicar essa grande diversidade,
utilizando-se de marcadores moleculares, morfologia, diversidade de espécies, etologia,
modelagem, dentre outras. O género Pristimantis contem mais de 470 espécies, divididas em 11
grupos. A espécie deste estudo, Pristimantis fenestratus, pertence ao grupo Pristimantis
conspicillatus, com mais de 33 espécies. Este trabalho teve por objetivos investigar a existéncia de
espécies cripticas dentro de P. fenestratus na Amazoénia Oriental e observar o efeito dos rios
Trombetas, Jatapu, Tapajos e Xingu na distribuicdo da diversidade genética dentro de P. fenestratus.
Para isso foram sequenciados 114 individuos de P. fenestratus para o gene mitocondrial 16S
DNAmt, 62 sequéncias do gene Citocromo Oxidase sub-unidade I (COI) do DNAmt e 84
sequéncias do gene nuclear tirosinase. Cento e trinta e dois machos foram medidos para Analise de
Componentes Principais (ACP) e Andlise de Fungdo Discriminante (AFD). A analise de
estruturacdo populacional para todos os genes concatenados, revelou forte estruturacdo nos
principais interflivios formados pelos grandes tributarios do Rio Amazonas. As arvores de Maxima
Verossimilhanga, para os genes mitocondriais concatenados e o gene nuclear, apresentou uma
topologia concordante com os grupos encontrados pela andlise Bayesiana de agrupamentos
biologicos, separando os agrupamentos em clados com alto suporte de Bootstrap. A distancia
genética p par a par ndo corrigida entre os grupos variou de 2-11% para o gene 16S, enquanto que
dentro dos grupos variou de 1-2%. A ACP ndo mostrou uma separacdo no espaco morfométrico
entre as localidades. A AFD apresentou somente 52% de acuracia para classificar os individuos de
acordo com seu agrupamento genético pelo BAPS, caracteristicas que corroboram um complexo de
espécies cripticas dentro de P. fenestratus. A analise do tempo de divergéncia mostrou uma divisao
basal entre dois grupos, tanto para o gene 16S (DNAmt) e tirosinase (nDNA), durante o médio
Mioceno. Com base nestes resultados, sugerimos uma nova espécie para o género Pristimantis,
apoiada por evidéncias moleculares (gene 16S) e caracteres morfologicos que a distingue de P.
fenestratus da localidade tipo e de outras espécies do grupo P. conspicillatus. Estes resultados
mostram que Pristimantis fenestratus apresenta uma forte estruturacdo entre os interflivios
amazonicos com alta divergéncia genética entre eles. Sua morfologia conservadora ndao nos
permitiu encontrar diferencas morfométricas entre as localidades analisadas, no entanto estes
resultados (morfologicos e moleculares) disponibilizam evidéncias de que a espécie pode estar
mascarando um complexo de espécies e uma revisao taxonomica € necessaria para resolver esse
problema.

Palavras chaves: Anuros, Morfologia conservada, Divergéncia genética.



ABSTRACT

In terms of diversity of amphibians, the Neotropics is unmatched, occurring approximately 2,065
species, more than any other region on the planet. Only for South America are recognized 95% of
this diversity (1,959). The Brazil is the richest amphibians country in diversity in the planet with
946 species described and frogs the most diverse group with 350 species to Amazon. Several
biogeographic theories try to explain this great diversity, using of molecular markers, morphology,
species diversity, ethology, modeling, among others. The genus Pristimantis contains more than 470
species, divided into 11 groups. The species in this study, Pristimantis fenestratus belongs to
Pristimantis conspicillatus group with over 33 species. This study aimed to investigate the existence
of cryptic species within P. fenestratus in eastern Amazonia and observe the effect of rivers
Trombetas, Jatapu, Tapaj6s and Xingu in the distribution of genetic diversity within P. fenestratus.
Were sequenced 114 individuals of P. fenestratus for the mitochondrial 16S rDNA, 62 sequences
gene Cytochrome Oxidase subunit I (COI) of mtDNA and 84 sequences from nuclear gene
tyrosinase. One hundred and thirty-two males were measured for Principal Component Analysis
(PCA) and discriminant function analysis (DFA). The population structure analysis for all
concatenated genes, revealed strong structure in the main interfluve formed by the major tributaries
of the Amazon River. The Maximum Likelihood trees, to the concatenated mitochondrial genes and
the nuclear gene, showed a consistent topology with the groups found by BAPS, separating the
groups in clades with high bootstrap support. The genetic distance p unadjusted pairwise groups
ranged between 2-11% for the 16S gene, whereas in the groups ranged from 1-2%. The ACP
showed no separation in morphometric space between locations. AFD presented only 52% accurate
to classify individuals according to their genetic grouping of BAPS, features that support a complex
of species within P. fenestratus. The analysis of the divergence time showed a basal division
between two groups for both the 16S gene (rDNA) and tyrosinase (nDNA), during the middle
Miocene. Based on these results, we suggest a new species for the genus Pristimantis, supported by
molecular evidence (16S) and morphological characters that distinguishes it from P. fenestratus the
type locality and other species of P. conspicillatus group. These results show that Pristimantis
fenestratus has a strong structuring between the Amazon interfluvia with high genetic divergence
between them. His conservative morphology does not enable us to find morphometric differences
between the locations analyzed, although results (morphological and molecular) provides evidence
that the species may be masking a complex of species and taxonomic revision is needed to resolve
this taxonomic problem.

Keyword: Frogs, Conserved morphology, Genetic divergence
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INTRODUCAO GERAL

As florestas tropicais sdao famosas por apresentarem a maior diversidade de espécies do
planeta (Gentry, 1992). A maior parte esta concentrada na regido Neotropical e por isso se torna o
alvo de pesquisas sobre a diversidade biolégica (Rull, 2008). Em termos de diversidade de anfibios,
o Neotropico € inigualavel, ocorrendo aproximadamente 2.065 espécies, mais do que qualquer outro
lugar no planeta (Young et al., 2004), e s6 para a América do Sul sdo conhecidos 95% dessa
diversidade (1.959). O Brasil é o pais mais rico em diversidade de anfibios do planeta, com 946
espécies descritas (SBH, 2012), sendo os anuros o grupo mais diverso com 350 espécies para a
Amazonia (Avila-Pires et al., 2010).

Virias teorias biogeograficas tentam explicar quais foram os processos que ocorreram no
espaco e tempo, que proporcionaram os mecanismos de especiacao e o atual padrdo de distribuicao
das espécies, como por exemplo: Centro de origem e dispersao (Hershkovitz, 1977; Reig, 1984);
Refugios (Haffer, 1969); Gradientes ecologicos (Endler, 1982); Rios como barreiras (Wallace,
1849); Dinamica de rios (Salo et al., 1986); Lago amazo6nico (Morroig e Cerqueira, 1997); Hipé6tese
do museu (Fjeldsa, 1994); Hipotese de assincronia nos tropicos (Moore et al., 2005).

Mas para estudarmos estes processos, devemos primeiramente identificar corretamente as
unidades basicas destes estudos — as espécies. No entanto, um dos principais problemas na
estimativa da diversidade de espécies sdo as espécies cripticas, ou seja, quando duas ou mais
espécies sao tratadas como apenas uma, devido a similaridade morfolégica (Pfenninger e Schwenk,
2007). Para sua correta identificacdo, a utilizacdo de varias linhas de evidéncias (morfologia,
bioacustica, anatomia interna e dados moleculares), se tornam imprescindiveis, pois a complexa
biologia das espécies requer uma abordagem integrativa (Dayrat, 2005; Padial e De la Riva, 2009).

Dados moleculares possuem um grande potencial na alfa taxonomia, principalmente
marcadores padronizados como 16S e COI (Vences et al., 2005; Fouquet et al., 2007a, b; Che et al.,
2012; Funk et al., 2011). A identificacdo das linhagens, permite posteriormente uma analise mais
detalhada de morfologia, bioactstica, osteologia, etologia, resultando na descricio de novas
espécies (Elmer e Cannattela, 2008; Padial e De la Riva, 2009). Enquanto que os genes nucleares
possibilitam caracterizar com maior confiabilidade o relacionamento filogenético entre diferentes
niveis hierarquicos (Moritz, 1994b), bem como lancar mdo de conceitos de espécies baseados em
linhagens (Gamble et al., 2008).

O género Pristimantis Jiménez de La Espada 1870, desde o comeco foi alvo de
controvérsias por parte dos pesquisadores, mudando para Cyclocephalus com base em

Cyclocephalus lacrimosus Jiménez de La Espada 1875, onde mais tarde foi considerado como
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sinonimo de Eleutherodactylus por Lynch e Schwartz (1971), onde permaneceu por um longo
tempo. Heinicke et al. (2007) ressuscita o género Pristimantis com base em dados moleculares,
dividindo o género Eleutherodactylus em trés: Eleutherodactylus para o Caribe, Craugastor para a
Ameérica Central e Pristimantis para a América do Sul.

Talvez um dos principais problemas taxonomicos do género Pristimantis, seja a auséncia de
sinapomorfias morfoldgicas que os diferencie dos outros géneros dentro de Terrarana, apesar de
Hedges et al. (2008) descreverem uma série de combinagOes de caracteristicas para diagnosticar
Pristimantis, estas ndo sdo tidas como sinapomorfias (Taboada et al., 2013) pois sdo caracteristicas
presentes em outros géneros dentro de Terrarana. Crawford et al. (2010) sugerem que a auséncia da
D-stem do RNA“*t representa uma condicdo derivada no género Pristimantis, e que mudangas na
estrutura secundaria do gene pode ser uma fonte de caracteres importantes para resolver problemas
de relacionamento entre Terraranas e outros anuros. A fusdo anterior do ducto Wolff, da regido
urogenital, pode ser considerada como uma sinapomorfia de Terrarana (Taboada et al. 2013), mas
em Pristimantis fenestratus Steindachner 1864, esta fusao ocorre posteriormente, sendo interpretada
como uma condicdo plesiomorfica.

Recentemente espécies de Pristimantis foram descritas para a Amazonia, algumas estavam
sendo alocadas como outras espécies (Padial e De La Riva, 2009). A semelhanca morfologica
dentro de espécies de Pristimantis é documentada em alguns trabalhos e ap6s analises morfologicas
mais minuciosas, estas resultaram em descricao de novas espécies (Elmer e Cannatella, 2008). Nos
ultimos 10 anos, mais de 10 espécies de Pristimantis foram descritas para a Amazonia utilizando-se
de dados moleculares, bioactsticos e morfolégicos (Duellman e Hedges, 2007; Lehr et al., 2009;
Padial e De La Riva, 2009; Barrio-Amorés et al., 2010; Arteaga-Navarro e Guayasamin, 2011;
Reyes-Puig e Yanez-Mufioz, 2012; Maciel et al., 2012). Este nimero tende a aumentar, tendo em
vista que trabalhos com este género apontam um alto nimero de espécies cripticas, como por
exemplo, Elmer et al. (2007) que encontraram no minimo trés espécies diferentes dentro de P.
ockendeni no Equador. Kieswetter e Schneider (2013), trabalhando com P. w-nigrum, em parte da
Colombia, encontraram profundas divergéncias genéticas utilizando marcadores mitocondriais e
nuclear, sugerindo a existéncia de um complexo de espécies.

Pristimantis fenestratus (Figura 1) pertence ao grupo P. conspicillatus proposto por Lynch e
Duellman (1997) e contém 33 espécies distribuidas na Ameérica do Sul e Central (Padial et al.,
2014). A espécie ndo possui um holétipo, apenas dois sintipos, um para o rio Mamoré — Rondonia
(alto Rio Madeira) e outro para o municipio de Borba — Amazonas (baixo Rio Madeira), ambas no
Brasil (Frost, 2014). Reichle (1999) designa como lectotipo o sintipo do Rio Mamoré e

paralectdtipo o sintipo do municipio de Borba.
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Figura 1: Pristimantis fenestratus de Cuzcu, Peru (a) e P. fenestratus do Municipio de Borba,
Amazonas (b).

Pristimantis fenestratus, possuem juvenis com habitos diurnos e os adultos de habitos
noturnos (Lima et al., 2006). De acordo com Frost (2014) essa espécie pode ser encontrada na bacia
amazonica no leste do Peru, nordeste da Bolivia, sudoeste do Equador, sudoeste da Colémbia e
Brasil a uma elevacdao de 100-1800 m., sendo registrada em diversos trabalhos (Lima et al., 2006;
Bernarde e Macedo, 2008; Franca e Venancio, 2010; Avila-Pires et al., 2010; Barros, 2011).

Pristimantis fenestratus tem sido considerada uma espécie amplamente distribuida no sul do
rio Amazonas (Avila-Pires et al., 2010), tendo sido registrada para a por¢ao norte do Rio Amazonas,
no municipio de Manaus, Amazonas, Brasil e sudeste da Guiana (Lima et al., 2006). No entanto,
dados citogenéticos comparando populacdes de Manaus e do municipio de Borba, apontam
diferencas que indicam que os individuos encontrados em Manaus sejam uma espécie ainda nao
descrita (Siqueira et al., 2009). Este tipo de questionamento vem sendo encontrado para outras
regides do Brasil onde Duellman e Lehr (2009) sugerem que os individuos encontrados no Brasil

Central representam uma espécie diferente de P. fenestratus que ocorre na Amazonia peruana.

JUSTIFICATIVA

Por possui uma ampla distribuicdo geografica e variagdes morfolégicas dentro da espécie
Pristimantis fenestratus, trabalhos que fazem uso de dados moleculares aliados a morfolégicos,
podem ser bastantes tuteis para resolver problemas de identificacio e contribui para a alfa
taxonomia. A espécie aqui estudada apresenta complicagdes taxonOmicas, como por exemplo,
populacées morfologicamente diferentes sendo encontradas dentro e entre as localidades dos
sintipos da espécie. Devido a essa discordancia, buscamos através de dados morfologicos e
moleculares identificar as populacdes distintas e as espécies candidatas ndo confirmadas. Um

trabalho exploratério para uma espécie amplamente distribuida na Amazodnia pode nos dar
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esclarecimentos sobre os processos de diversificacdo da biota e contribuir com informagdes sobre a

real diversidade de espécies para a regidao amazonica.

OBJETIVO GERAL

Estudar a distribuicdo da diversidade criptica de Pristimantis fenestratus na Amazonia

Central e Oriental com marcadores moleculares e morfometria.

Objetivos especificos
i.Observar o padrao de estruturacdo genética das populacdes de P. fenestratus em parte de sua

distribuicao;

ii. Inferir a possivel existéncia de espécies cripticas em P. fenestratus.
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Capitulo 1

Diversidade criptica e alta divergéncia genética em Pristimantis fenestratus (Anura:
Craugastoridae) na Amazonia oriental brasileira

Resumo

A crescente utilizacdo conjunta de marcadores moleculares e fenotipicos, bem como recentes
incrementos no esforco de coleta em &reas remotas tém possibilitado o reconhecimento e
delimitacdo de diversas unidades taxonomicas dentro de complexos de espécies, promovendo assim
uma resolucdo mais acurada acerca da distribuicdo da diversidade bioloégica em regides
megadiversas. Pristimantis fenestratus é um anuro da familia Craugastoridae encontrado na bacia
Amazonica boliviana e encostas dos Andes, sudeste da Coldmbia e Amazonia brasileira. A ampla
distribuicdo de P. fenestratus ao longo de distintos interflivios e areas de endemismo suscita
questionamentos a respeito da magnitude da diversidade existente sob este nome. Dessa forma, o
presente estudo utiliza arvores de genes mitocondriais e nucleares (1499pb) além de dados
morfométricos (17 medidas lineares) com os objetivos de 1) clarificar os eventos recentes que
levaram a organizacao espacial da variabilidade genética e fenotipica observada atualmente em P.
fenestratus e 2) investigar a existéncia de linhagens cripticas na espécie ao longo dos estados
brasileiros do Amazonas e Pard, nas porcoes central e oriental do bioma amazonico. Com base nas
analises genéticas, observou-se que a maior parte da variabilidade esta distribuida entre as
populacdes. As distancias genéticas entre os agrupamentos e entre as localidades de coleta
mostraram um grande nivel de diferenciacdo remontando ao Mioceno/Plioceno, acompanhado de
baixa divergéncia intrapopulacional. A andlise dos genes mitocondriais e nucleares revelou uma
distribuicdo da variabilidade genética congruente com a transposi¢cao de grandes rios amazonicos
com profundas divergéncias entre pelo menos quatro clados bem suportados. Em oposigdo, analises
morfométricas falharam em delimitar ou predizer o pertencimento de conjuntos de individuos a seus
respectivos agrupamentos genéticos. Dessa forma, Pristimantis fenestratus representa um complexo
de espécies candidatas entre as quais se observa elevado conservatismo morfol6gico acompanhado
de profundas distancias genéticas.

Palavras-chave: Amphibia, DNA mitocondrial, DNA nuclear, filogeografia, morfometria, rios
como barreira.

Introducao
Dentre os diversos desafios provocados pela subestimativa da riqueza de espécies presente

em regioes tropicais, destacam-se o entendimento da histdria evolutiva da paisagem e da biota a ela
associada (Antonelli et al., 2011), bem como a designacao de padrdes geograficos de diversidade e,
consequentemente, de areas prioritarias para conservagao (Bickford et al., 2007). Tal subestimativa
é fortemente relacionada a ocorréncia de espécies cripticas, as quais podem ser definidas como dois
ou mais taxons distintos que sdao erroneamente classificados sob um unico nome (Pfenninger e
Schwenk, 2007). A crescente utilizacdo conjunta de marcadores moleculares e fenotipicos, bem
como recentes incrementos no esforco de coleta em areas remotas tém possibilitado o

reconhecimento e delimitacdo de diversas unidades taxondmicas dentro de complexos de espécies,
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promovendo assim uma resolu¢do mais acurada acerca da distribuicdo da diversidade biologica em
regioes megadiversas (Padial et al., 2010).

Anfibios anuros sdo apontados como um grupo de elevada diversidade criptica em regides
tropicais por conta do forte conservatismo fenotipico presente entre espécies em contraste com a
forte estruturacao e elevada diferenciacao genética observada entre diferentes populacdes (Zeisset e
Beebee, 2008; Vieites et al., 2009; Kaefer et al., 2013). Na regidao Neotropical, estimativas baseadas
em abordagens genéticas do tipo codigo de barras sugerem que a proporcao de espécies candidatas
em relacdo as ja descritas varia entre 22 a 115% (Fouquet et al., 2007b), enquanto abordagens
integrando diferentes classes de caracteres apontaram incrementos entre 150 e 300% na riqueza de
espécies de anuros da regido amazonica (Funk et al., 2011). Estudos recentes tém corroborado tais
estimativas e revelado uma riqueza severamente subestimada de anfibios (e.g., Glaw e Vences,
2002; Elmer et al., 2007; Lehtinen et al., 2007; Fouquet et al., 2007a; Padial e De La Riva, 2009;
Funk et al., 2011; Kieswetter e Schneider, 2013). Atualmente sdo registradas cerca de 554 espécies
na regidao Amazonica (Amphibiaweb 2014), correspondendo a 26,8% da diversidade de anfibios da
América do Sul. Estimativas de riqueza de anuros na Amazonia se alteram constantemente,
especialmente por conta da elevada e constante taxa de descricdo de novas espécies, em grande
parte por conta da utilizacdo de diferentes classes de caracteres no contexto da taxonomia
integrativa (Dayrat, 2005; Peloso, 2010).

Apesar do crescente uso de linhas acessoérias de evidéncias, tais como marcadores acusticos,
morfométricos e de coloragdo, o desenvolvimento e utilizacdo de marcadores moleculares possui
um papel determinante tanto na pratica taxonémica quanto em estudos evolutivos sobre anfibios,
possibilitando que a relacdo entre a variabilidade espacial em caracteres fenotipicos e genotipicos
de organismos possa ser acessada (Funk et al., 2011; Simdes et al., 2014). Embora fragmentos de
DNA mitocondrial tais como 16S e COI apresentem grande utilidade na alfa-taxonomia de anfibios
(Vences et al., 2000; Che et al., 2012), a incorporacao de genes nucleares possibilita caracterizar
com maior confiabilidade o relacionamento filogenético entre diferentes niveis hierarquicos
(Moritz, 1994 a), bem como lancar mdo de conceitos de espécies baseados em linhagens (Gamble et
al., 2008).

Pristimantis fenestratus Steindachner 1864, conhecido popularmente como sapo ladrdo do
Rio Mamoré, pertence ao grupo P. conspicillatus proposto por Lynch e Duellman (1997).
Steindachner (1864) define duas localidades na descricdo da espécie, ambas no Brasil: uma no Rio
Mamoré — Rondonia (alto Rio Madeira) e outra no municipio de Borba — Amazonas (baixo Rio
Madeira) sem a designacdo de um holétipo. Reichle (1999) em visita ao Naturhistorisches Museum

Wien (NMW) designa o sintipo de Pristimantis fenestratus da localidade do Rio Mamoré, Rondonia
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(NMW 19940:1) como o lectétipo e o sintipo do municipio de Borba, Amazonas (NMW 19940:2)
como o paralectotipo. Pristimantis fenestratus pode ser encontrado na bacia Amazonica boliviana e
encostas dos Andes (De La Riva, 2000; Padial e De La Riva, 2009), sudeste da Colombia e
Amazonia brasileira (Frost, 2014). No contexto taxondmico desta espécie amplamente distribuida
ao longo da Amazonia, este estudo utiliza arvores de genes e dados morfométricos com os objetivos
de 1) clarificar os eventos recentes que levaram a organizagao espacial da variabilidade genética e
fenotipica observada atualmente em P. fenestratus e 2) investigar a existéncia de linhagens cripticas

na espécie.

Material e Métodos
Area de estudo

Este estudo abrange os estados brasileiros do Amazonas e Para, nas porcoes central e
oriental do bioma amazonico. A regido é caracterizada por extensas areas de floresta tropical
pluvial. Os principais rios da regido sao o Tocantins/Araguaia, Xingu, Tapajos, Madeira, Negro,
Jatapu e Trombetas, delimitando quatro diferentes areas de endemismo: Xingu, Tapaj6s, Rondonia e

Guiana (Silva et al., 2005).

Amostras para estudos genéticos

Foram coletados tecidos de 114 individuos de P. fenestratus em 17 localidades nos Estados
do Para e Amazonas, Brasil (Fig. 1). Em adicdo, foram obtidas quatro sequéncias de DNA
mitocondrial provenientes de espécimes coletados em La Paz, Bolivia (nimero de acesso no
GenBank: EU192273-5 e EU192277) totalizando 118 amostras de 18 localidades (Tab. 1). Os
espécimes coletados em campo foram eutanasiados com pomada de lidocaina de uso tépico
(BENZOTOP®). Os tecidos foram retirados do musculo ou figado e armazenados em etanol 95%.
Os espécimes foram fixados em formalina 10%, armazenados em alcool 70% e depositados na

colecdo de Anfibios e Répteis do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.

Extragdo de DNA, Amplificagdo e Sequenciamento

O DNA gendmico total foi extraido através do protocolo CTAB (Doyle e Doyle, 1987) e
ressuspendido com 50 ml de 4gua ultrapura. A qualidade do DNA foi verificada em Nanodrop 2000
(Thermo Scientific) e em gel de agarose em cuba de eletroforese. Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) foi realizada para amplificar um fragmento de 497 pb do gene mitocondrial 16S, um
fragmento de 503 pb do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade I (COI) e 499 pb do

gene nuclear Tirosinae (tir).
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A reacdo para amplificacdao do fragmento do gene mitocondrial 16S (volume total de 15 pL)
conteve 6.7 pL. ddH,O, 1.5 pL de 25 mM MgCl,, 1.25 pL de 10 mM dNTPs (2.5mM cada dNTP),
1.25 pL de tampdo 10x (75 mM Tris HCI, 50 mM KCl, 20 mM (NH4),SO,), 1.5 pL do primer 16S A
(5-CGCCTGTTTACCAAAAACATCGCCT-3"), 1.5 uL do primer 16S B (5-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’) (Palumbi et al., 1991), 0.3 pL de 1 U Taq DNA Polimerase e
1 pL of DNA (30 — 50 ng/pL) nas seguintes condigdes: uma temperatura inicial de 92°C (60 sec.),
seguidos por 35 ciclos de 92°C (60 sec.), 50°C (50 sec.) e 72°C (1.5 min.) e uma extensao final a 72
°C por 7 min.

Tabela 1: Localidades de amostragem de Pristimantis fenestratus e respectivos niimeros de amostras para genes
mitocondriais (16S e COI), nuclear (tir), e medidas morfométricas dos macheos.

Local. Localidade Coordenadas 16S COI tir  Morfometria
1 Caxiuana (PA) 2°1'24.44"S; 51°36'4.80"0O 5 3 6 33
2 Marabé (PA) 5°22'50.86"S; 49° 7'46.12"0 3 3 6
3 Anapu (PA) 3°928.15"S; 51°27'51.67"0 6 4 4 24
4 S. José Porfirio (PA) 2°34'7.60"S; 51°50'54.90"0 3 3 2
5 Altamira (PA) 3°13'24.85"S; 52°14'22.74"0 8 5 4
6 Medicilandia (PA) 3°26'37.93"S; 52°53'35.26"0 3 2 2
7 Tapajos_D (PA) 3°24'41.33"S; 55°12'13.85"0 19 9 7
8 Tapajos_E (PA) 3°23'14.35"S; 55°21'31.09"0 1 1 1 16
9 Juruti (PA) 2°13'22.09"S; 56° 3'42.20"0 17 5 14
10 Borba (AM) 4°24'28.43"S; 59°34'55.33"0 9 8 9 7
11 Manaus (AM) 2°59'20.73"S; 60° 5'19.95"0 17 13 15 51
12 Jatapu_E (AM) 1°52'50.70"S; 58°14'7.14"0O 5 4 4
13 Trombetas_D (PA) 0°35'45.66"S; 56°59'43.78"0 12 2 8
14 Jatapu_D (AM) 1°59'42.30"S; 58°22'59.99"0 1 - - -
15 Tucurui (PA) 3°46'10.94"S; 49°40'48.22"0 3 - 2 -
16 Silves (AM) 2°50'13.94"S; 58°27'59.05"0 1 - -
17 Araguaia (TO) 5°21'17.44"S; 48°41'25.59"0 1 - - -
18 La Paz (Bolivia) 16°24'12.89"S;68° 6'10.20"0O 4 - - -

Total 118 62 84 132

A reacao de PCR para a amplificacdo de um fragmento do gene mitocondrial COI (15 pL
volume total) conteve 7.1 pL. ddH,O, 1.6 pL de 25 mM MgCl,, 1.25 pL de 10 mM dNTPs (2.5mM
cada dNTP), 1.25 pL. de tampdo 10x (75 mM Tris HCl, 50 mM KCI, 20 mM (NH,4),S0O,), 1.5 pL. do
primer LCO 1490 (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTG-3’) e HCO 2198 (5’-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Folmer et al., 1994), 0.3 pL de 1 U Tag DNA
Polimerase e 1 pL. of DNA (30 — 50 ng/pL) nas seguintes condi¢des: 3 min a 95 °C, seguido por 35
ciclos de 30s a 95 °C, 30s a 53 °C, 40s a 72 °C e uma extensdo final de 7 min. a 72 °C.

Para o gene nuclear, realizamos duas PCR (volume total de 20 pL), sendo a primeira com
um par de primers externos tirlA (5-AGGTCCTCTTRAGCAAGGAATG-3’) e tirlE (5’-
GAGAAGAAAGAWGCTGGGCTGAG-3’) (Bossuyt e Milinkovitch, 2000) contendo 8.8 pL
ddH,0, 2.4 pL de 25 mM MgCl,, 0.8 pL. de 10 mM dNTPs (2.5mM cada dNTP), 2.0 pL. de 10x
buffer (75 mM Tris HCI, 50 mM KCI, 20 mM (NH,),SO,), 1.0 pL de cada primer (2 pM), 0.3 pL de
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1 U Tag DNA Polimerase e 3 pL de DNA (com 50 ng/pL) nas seguintes condicOes: uma
temperatura inicial de 68°C (60sec.), seguido por 35 ciclos de 93°C (10 seg.), 50°C (35 seg.) e 68°C
(1.5 min.) e extensao final de 68 °C por 7 min. Na segunda PCR utilizamos 1 pL do produto da
primeira e repetimos as mesmas condi¢Oes, porém com temperatura de anelamento de 55 °C e os
primers internos tirlF (5’- GTAAAACGACGGCCAGTCCTGTCTAACTCTTCCATAGG-3’) e
tirlR (5’-AGTCCCAGAAGGGAATGGTGRAG-3).

As reacoes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o kit BigDye Terminator (Life
Technology) seguindo o protocolo do fabricante. Os primers forward 16S A (mDNA), cauda M13
para o gene COI e os primers forward tirlF e reverse tirlR para o gene nuclear, foram utilizados
nas reacoes de sequenciamento. O produto das reacoes de sequenciamento foram precipitados com
etanol de acordo com recomendacoes do fabricante (Applied Biosystems), ressuspendidos em 10 pL
de formamida deionizada (ABI) e posteriormente injetados no sequenciador automatico ABI 3130x1

(Applied Biosystems).

Riio Tocantins/Arg

Figura 1: Regido amostrada com pontos de coleta de P. fenestratus para a Amazonia brasileira. Os circulos
correspondem as localidades de individuos cujas medidas morfométricas foram aferidas e que possuem os trés
genes sequenciados. Os diamantes representam as localidades que possuem apenas o gene 16s sequenciado. 1)
Flona de Caxiuand (Belém); 2) Maraba; 3) Anapu; 4) Senador José Porfirio; 5) Altamira; 6) Medicilandia; 7)
Margem direita Rio Tapajos; 8) Margem esquerda Rio Tapajos; 9) Juruti; 10) Borba; 11) Manaus; 12) Margem
esquerda Rio Jatapu; 13)Margem direita Rio Trombetas; 14) Margem direita Rio Jatapu; 15) Tucurui; 16)
Silves; 17) Fazenda Xambioa (Tocantins) e 18) La Paz (Bolivia).

Alinhamento das sequéncias e Andlises filogenéticas
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As sequéncias obtidas foram alinhadas no software BioEdit (Hall, 1999) utilizando o
algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1996) e editadas manualmente. Duas arvores de Maxima
Verossimilhanca foram estimadas: uma para os genes 16S e COI concatenados (1000 pb), utilizando
o modelo evolutivo GTR+G e outra arvore para o gene nuclear com o modelo evolutivo HKY. Os
modelos evolutivos foram estimados no programa JModeltest (Darriba et al., 2012) e escolha entre
modelos alternativos foi feita via Critério de Informacao Akaike Corrigido (AICc).

As arvores de Maxima Verossimilhanga (ML) foram geradas no software Treefinder (Jobb,
2011) com 10 mil réplicas nao paramétricas de bootstrap (Felsentein, 1985) tendo como grupo
externo Craugastor longirostris (nimero de acesso no GenBank: tir JN991417.1) e C. tabasarae
(nimero de acesso no GenBank: 16S KC014806.1). As distancias genéticas p par a par nao

corrigidas entre as localidades foram obtidas pelo programa Mega 6.0 (Tamura et al., 2013).

Andlise de estrutura populacional

Analise Bayesiana de Estrutura Populacional (BAPS) foi implementada no software BAPS
5.0 (Corander et al., 2008) para encontrar agrupamentos formados com as sequéncias obtidas de
todos os genes concatenados (13 localidades). O software BAPS utiliza frequéncias nucleotidicas
das amostras para inferir o nimero K de grupos diferentes geneticamente através de andlise
Bayesiana, alocando sequéncias similares no mesmo grupo. O numero maximo de K escolhido para
a analise foi 15, sendo esse um nimero maior do que o de localidades amostradas, uma vez que
andlises filogenéticas indicaram a existéncia de mais de um grupo genético para uma mesma
localidade. O valor de log-likelihood do melhor modelo foi usado para escolher a configuracdo de
agrupamentos mais provavel. Os haplotipos das sequéncias nucleares foram obtidas utilizando o
algoritmo PHASE (Stephens et al., 2001) implementado no software DNAsp 5.0 (Librado e Rozas,
2009) com 10 mil interacdes de MCMC e um burn-in de 10%, utilizando o codigo IUPAC para os
sitios ambiguos.

Para o calculo da distancia genética p entre os grupos gerados pelo BAPS e entre as
localidades, utilizamos apenas as sequéncias dos genes 16S e tirosinase. Optamos por usar 0s genes
separadamente para viabilizar comparacbes com outros estudos, 0s quais majoritariamente
utilizaram fragmentos provenientes destes genes. A particdo da variancia genética entre grupos foi
acessada por meio de Analise de Variancia Molecular (AMOVA) implementada no programa
Arlequin v. 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). O mesmo programa foi empregado para a realizagao de
testes de correlacdo entre uma matriz de distancia geografica linear (em km) e uma matriz de

distancia genética (Fst para o gene 16S) contendo todas as localidades de amostragem. Apenas o
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gene 16S foi utilizado para este teste, pois apresentou o maior nimero de individuos sequenciados,

correspondendo para as 18 localidades.

Estimativa do tempo de divergéncia

Para estimar o tempo de divergéncia entre as linhagens deste estudo, foram utilizados os
genes 16S e tirosinase separadamente, pois apresentaram pelo menos um individuo para cada
localidade. Todas as sequéncias (114 para 16S e 84 para tir) foram utilizadas. Trés pontos de
divergéncia conhecidos foram utilizados: 1) a separacdo dos hilideos Agalychnis callidryas e
Litoria caeruleaentre da linhagem Eleutherodactyline (57 milhdes de anos) (Roelants et al., 2007);
2) a separacao do clado Sudeste do Brasil (Ischnocnema) de Eleutherodactylus, Craugastor e
Pristimantis (50 milhdes de anos) e 3) a separacdo do clado da América central (Craugastor) do
género Pristimantis por volta de 42 milhdes de anos (Heinicke et al., 2007), utilizando o software
BEAST (Drummond e Rambaut, 2007).

Tais analises foram realizadas assumindo um rel6gio molecular relaxado do tipo lognormal,
que assume taxas independentes sobre diferentes ramos (Drummond et al., 2006). As arvores
prévias foram modeladas de acordo com o processo de especiacdo Yule. A cadeia (MCMC) utilizada
na analise de divergéncia do BEAST teve um tamanho de 100 milhdes de passos, com uma arvore
consenso gravada a cada 10 mil passos em trés corridas independentes. Desse modo, foram
gravadas 10.000 arvores e descartadas as mil primeiras, considerando um burn-in de 10%.

A estacionalidade da distribuicdo posterior para todos os parametros foi visualizada no
programa TRACER v1.5 (Drummond e Rambaut, 2007). Para o output do MCMC, geramos uma

arvore consenso final utilizando o Tree Annotator v1.6.6 (Drummond e Rambaut, 2007).

Dados morfométricos

As medidas morfométricas foram aferidas de 132 machos provenientes de colecdes
zooldgicas e coletas de campo. Fémeas ndo foram utilizadas nas analises morfométricas, uma vez
que o numero de individuos coletados por localidade foi insuficiente. As medidas foram realizadas
com um paquimetro digital com 0.1 mm de precisdo. A nomenclatura das medidas seguiu Kok e
Kalamandeen (2008), Padial e De La Riva (2009) e Duellman e Lehr (2009): comprimento rostro
cloacal (CRC); comprimento da cabeca (CoC); largura da cabeca (LaC); comprimento do rostro
(CoR); distancia do olho ao nariz (DON); distancia internasal (DIn); comprimento do olho (CoO);
distdncia interorbital (DIo); largura da supraocular (LSo); comprimento do timpano (CoT);

comprimento do brago (CoB); comprimento da mdo (CoM); comprimento da coxa (CCo);
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comprimento da tibia (CTi); comprimento do tarso (CTa); comprimento do pé (CoP); comprimento
da perna (CPe).

Andlise de Componentes Principais (ACP) e Analise da Funcao Discriminante (AFD) foram
realizadas para investigar o grau de diferenciagdo morfométrica entre as localidades. Para visualizar
a diferenca na forma, independente do tamanho, a ACP foi realizada com os residuos da regressao
linear das outras variaveis em relacdo ao CRC (Funk et al., 2011). Para investigar a existéncia de
diferencas morfométricas significativas entre as localidades, uma Analise de Variancia Multivariada
(MANOVA) foi aplicada com os dois primeiros componentes, pois apresentaram a maior propor¢ao
de variancia. A AFD foi aplicada tendo como variavel preditora os grupos gerados pelo BAPS com

o objetivo de testar atribui¢ao de cada individuo a seu respectivo agrupamento genético.

Resultados

Estrutura populacional e divergéncia genética

Foram obtidas 114 sequéncias de 16S DNATr, correspondendo a 23 haplétipos distintos; 62
sequéncias de COI DNAmt, sendo 29 haplétipos diferentes e 84 sequéncias de tirosinase DNAN,
com 34 haplotipos distintos. Os genes 16S, COI e tir foram concatenados, totalizando 56 sequéncias
com 1499pb, sendo 1185 sitios conservados, 314 sitios varidveis e 305 sitios informativos.

A AMOVA mostrou que a maior parte da variabilidade genética esta distribuida entre as
populacgdes (92.95%) (Psr- 0.9295, p<0.001). A analise do BAPS para todos os genes concatenados
revelou a existéncia de seis agrupamentos genéticos (logML = -4252.7784; probabilidade = 1) (Fig.
2), sendo eles: Interfltivio Xingu Araguaia (IXA) com as populacoes de Marabéa e Floresta Nacional
de Caxiuand — PA; Interflivio Tapaj6s Araguaia (ITA) com populacdes de Anapu, Senador José
Porfirio, Altamira, Medicilandia e Tapajos_D; Interflivio Madeira Tapajés (IMT) com as
localidades de Juruti e Rio Tapajos_E; Baixo Madeira 1 (BM1) com trés individuos da localidade de
Borba; Baixo Madeira 2 (BM2) com cinco individuos de Borba; e Escudo das Guianas (EG) com as

localidades de Manaus, Rio Jatapu e Rio Trombetas_D — PA.

1 12 13
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Figura 2: Estruturacdo populacional em P. fenestratus a partir dos dados de 16S, COI e Tirosinase concatenados.
As cores dispostas verticalmente representam cada um dos agrupamentos genéticos (clusters). Os nimeros
correspondem as localidades amostradas: 1) Flona de Caxiuana (Belém); 2) Maraba; 3) Anapu; 4) Senador José
Porfirio; 5) Altamira; 6) Medicilandia; 7) Margem direita Rio Tapajos; 8) Margem esquerda Rio Tapajos; 9)
Juruti; 10) Borba; 11) Manaus; 12) Margem esquerda Rio Jatapu; 13)Margem direita Rio Trombetas.

A distancia genética p entre os grupos gerados pelo BAPS (tabela 2) e entre as localidades
(tabela 3) mostram uma grande diferenciacdo entre os agrupamentos genéticos acompanhada de
baixa divergéncia dentro dos agrupamentos. O padrdo de distribuicdo desses grupos pode ser
observado no mapa da Fig. 3, onde se pode observar a delimitacdo de alguns deles pelo curso de

grandes rios amazonicos.

Tabela 2: Distancia genética p nao corrigida (em %) entre os grupos encontrados por meio de Analise Bayesiana
de Estrutura Populacional. A diagonal separa distancias de acordo com o fragmento do gene 16 S (abaixo) e com
o gene nuclear (acima). IMT (Interflivio Madeira Tapajos), BM1 (Baixo Madeira), Baixo Madeira 2 (BM2), IXA
(Interflivio Xingu Araguaia), ITA (Interflivio Tapajos Araguaia) e EG (Escudo da Guiana).

IMT BM1 IXA ITA EG BM?2

IMT - 0 2 2 2 1
BM1 4 - 3 3 2 1
IXA 12 12 - 0 2 2
ITA 12 11 7 - 2 2
EG 11 12 11 10 - 1

BM2 11 11 11 11 2 -

O teste de Mantel entre as distancias geografica e genética ndo foi significativo para
nenhum dos genes (16S r = -0.12; p = 0.62; COI r = -0.13; p = 0.83; tir r = -0.16; p = 0.91),
indicando que isolamento por distancia ndo é responsavel pela estruturacdo destas populacdes.

Tabela 3: Distancia genética p nao-corrigida (em %) entre as localidades de amostragem de P. fenestratus. Os
nimeros representam as localidades da tabela 1. A diagonal separa distancias de acordo com o fragmento do
gene 16 S (abaixo) e com o gene nuclear (acima). Asteriscos indicam sequéncias obtidas por meio do GenBank.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 100 11 12 13 14 15* 16*
1 - 0 0 0 0 0 0 3 3 3 1 1 2 1 - - 4
2 0 - 0 0 0 0 0 3 3 3 1 1 1 1 - - 4
3 8 8 - 0 0 0 0 3 3 3 1 1 2 1 - - 4
4 8 8 1 - 0 0 0 3 3 3 1 1 2 1 - - 4
5 8 8 1 0 - 0 0 3 3 3 1 1 2 1 - - 4
6 8 8 1 0 0 0 3 3 3 1 1 2 1 - - 4
7 8 8 1 1 2 - 3 3 3 1 1 2 1 - - 4
g 11 11 12 11 11 12 11 0 0 1 1 1 1 - - 5
9 11 11 12 11 12 12 11 - 0 2 1 1 1 - - 5
10 12 12 12 12 12 12 11 4 4 - 2 2 1 2 - - 5
100 9 9 9 9 9 9 9 2 11 12 - 0 0 0 - . 4
1 9 9 8 8 8 8 9 12 12 13 1 - 0 0 - - 4
12 9 9 10 10 10 10 10 12 12 14 2 1 - 0 - - 4
13 9 10 10 10 10 10 10 12 12 14 2 1 0 - - 4
14* 11 11 14 13 13 13 14 12 12 12 3 4 3 3 - - -
15%« 11 12 15 13 14 14 14 17 17 17 2 3 3 3 3 -
16 29 28 22 23 23 24 22 27 27 30 22 21 20 20 22 21 -
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Obs: 14* Pristimantis fenestratus, 15* P. koehleri (niimero de acesso no GenBank: EU192278-9 e EU192280-2) e 16*
P. gutturalis (nimero de acesso no GenBank: JN691313.1)

Filogeografia com base em genes mitocondriais

A andlise dos genes mitocondriais concatenados de 60 individuos de P. fenestratus revelou
que a distribuicdo da variabilidade genética é influenciada por alguns dos grandes rios amazénicos,
com profundas divergéncias genéticas entre seis clados bem suportados (Fig. 3). Dentre os seis
grupos observados, podemos ver uma divisdo em duas grandes regides: sul do Rio Amazonas
(Borba, Juruti, Tapajos, Xingu e Araguaia) e norte do Rio Amazonas (Manaus, Jatapu e Trombetas).
O municipio de Borba, localizado no Baixo Madeira, apresentou dois grupos, um mais relacionado
com localidades do Escudo da Guiana (distancia p 2%) e outro com as populacoes do sul do Rio
Amazonas. Para o sul do Amazonas, foram recuperados quatro clados bem suportados: IXA, ITA,
IMT e BM1. A distancia genética entre estes clados varia entre 5 e 12% (ver Tabela 2). O grupo
formado por IMT + BM1 se encontram no interfliivio Madeira/Tapajés, sendo este grupo irmao de
ITA + IXA, separados pelo Rio Tapajés. O clado EG, de distribui¢do limitada até a margem direita
do Rio Trombetas, apresenta distancias genéticas entre 0 a 2% com as demais localidades

amostradas (Manaus, Rio Jatapu e Rio Trombetas_D).
Filogeografia com base no gene nuclear tirosinase

Podemos observar quatro linhagens bem suportadas, sendo trés restritas a interfltivios: as
localidades IMT+BM1 estdo entre os rios Madeira e Tapajos; IXA entre os rios Xingu e Tocantins-
Araguaia e ITA entre o Tapajos e o Tocantins-Araguaia. No clado IMT+BM1, ndo encontramos uma
boa resolucao filogenética, onde foi observada politomia entre as localidades de Borba, Juruti e
Tapajos_E, tendo como grupo irmdo ITA+IXA+EG+BM2. O mesmo pode ser encontrado na

relacdo entre EG e BM2, com distancia genética de 1%.

Tempo de divergéncia

A andlise do tempo de divergéncia estimado com o gene 16S (Fig. 4) indicou uma divisao
basal entre os grupos do norte e sul do Amazonas entre o Inferior e Médio Mioceno ~17.3 Ma (95%
HPD: 11.8 — 23.6 Ma). O tempo de divergéncia entre as populacdes EG e BM2 foi estimado para o
Plioceno em torno de ~3 Ma (95% HPD: 1.4 — 4.9 Ma). No sul do Amazonas, as populagdes do ITA
divergiram das outras no Médio Mioceno ~13 Ma (95% HPD: 9.2 — 19.4). As populagoes do IXA
divergiram das populagdes do IMT+BM1, ~11 Ma durante o Médio Mioceno (95% HPD: 7.4 — 16.8
Ma) e estas ultimas divergiram-se durante o Plioceno por volta de 3.5 Ma (95% HPD: 1.6 — 6.5

Ma). Pristimantis koehleri divergiu de P. fenestratus da Bolivia por volta de 4.8 Ma (Plioceno),
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enquanto que esta ultima divergiu das populacoes de P. fenestratus do norte do Amazonas por volta
de 3.8 Ma (Plioceno).

Com o gene nuclear, observamos uma divisdao basal por volta de 12 Ma no Médio Mioceno
(95% HPD: 6.2 — 21.2 Ma) separando as linhagens do IMT+BM1 de EG, BM2, IXA e ITA. Em
seguida a separacao das linhagens do EG+BM2 do clado ITA+IXA por volta de 8 Ma (95% HPD:
4.1 — 15.4 Ma) no Mioceno Superior, marcou a ultima divisdo no Mioceno entre as populacoes de
Pristimantis analisadas. No Plioceno Inferior ~3.5 Ma (95% HPD: 1.1 — 7.6 Ma) eventos de
diversificagdo dividiram as linhagens do ITA e IXA.

Durante o Pleistoceno, as populacoes encontradas em Manaus divergiram das populacoes do
BM2+Trombetas+Rio Jatapu em ~2.4 Ma (95% HPD: 0.3 — 5.9 Ma). O BM1 divergiu do IMT em
~2.0 Ma (95% HPD: 0.3 — 5.5 Ma). Um ultimo momento de divergéncia foi indicado para o BM2 e
o Rio Jatapu, ocorrendo em ~0.4 (95% HPD: 0 — 1.9 Ma) no Médio Pleistoceno.
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Figura 3: Arvores de genes mitocondriais (superior) e nuclear (inferior) para Pristimantis fenestratus baseadas
em maxima verossimilhanca (ML). O grupo externo é Craugastor tabasarae para genes mitocondriais e C.
longirostris para gene nuclear. Os valores nos ramos representam o valor de bootstrap e os nimeros em frente aos
circulos correspondem a localidade de acordo com a Tabela 1. As cores de cada circulo correspondem ao
agrupamento genético inferido por meio do programa BAPS com base em DNAmt e DNAn.
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Cronograma derivado do gene 16S (superior) e do gene tirosinase (inferior) para Pristimantis fenestratus. As
cores representam os agrupamentos genéticos de acordo com BAPS. Para ambos, usamos um modelo de relégio
lognormal relaxado. A data de divergéncia é uma média a posteriori em milhées de anos antes do presente com
probabilidade maxima posterior (HPD) de 95% representada pelas barras nos nés. As HPDs sdao apresentadas
abaixo dos ramos da seguinte forma: * > 0.95 e sem rétulo < 0.95. Os niimeros em cima dos nos correspondem a
separacao dos grupos biolégicos em Milhées de anos.
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Andlises morfométricas

Os dois primeiros componentes da ACP explicaram 78.38% da variacdo encontrada no
conjunto de dados morfométricos. O primeiro componente foi responsavel por 68.81% e o segundo
por 9.57% da variacao (Fig. 5) (Informacdo Suplementar 1). A Andlise de Varidncia Multivariada
indicou a existéncia de diferencas significativas estatisticamente entre as populagdes examinadas
(Pillai trace = 0.25; p < 0.0001).

A matriz de classificacdo Jackknifed da funcdo discriminante mostrou que apenas 52% dos
machos foram corretamente atribuidos a seus respectivos agrupamentos genéticos (Informacao

Suplementar 2).

9.57%

PC 2

16
PC 1=68.81%

Figura 5: Distribuicdo de escores individuais de 132 individuos maches de P. fenestratus ao longo de dois
componentes principais (PCs) sumarizando medidas morfométricas externas. As cores representam o0s
agrupamentos genéticos: amarelo (EG), vermelho (IXA), azul claro (ITA), rosa (BM1), azul escuro (BM2) e
verde (IMT).

Discussao

Estruturagdo espacial da variabilidade genética

Encontramos pronunciada estruturacdo entre as populacées de Pristimantis fenestratus no
leste da Amazonia, indicando uma forte influéncia dos principais rios amazonicos na determinacao
deste padrdo. O predominio de altos graus de estruturacdo genética é amplamente documentado na
literatura sobre anfibios (Elmer et al., 2007; Zeisset e Beebee, 2008; Kaefer et al., 2013), revelando
que as populacdes muitas vezes encontram-se distribuidas de tal forma que estimativas de fluxo
génico entre elas sdo praticamente nulas. Anuros com desenvolvimento direto apresentam

estratégias de vida que promovem alta estruturacdo populacional, pois apresentam baixa capacidade
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de dispersao (Fouquet et al., 2012), filopatria e até mesmo territorialidade (Wells, 2007, Bogart,
1991). O padrao de estruturagdo genética encontrado no presente estudo se assemelha aquele
observado em Allobates (Kaefer et al., 2013), género que inclui espécies com desenvolvimento
direto e que compartilha com Pristimantis caracteristicas que promovem baixa vagilidade.

Podemos observar um padrao espacial de distribuicao da variabilidade genética similar ao
proposto para a hipotese de rios como barreiras, proposta por Wallace (1849). Tal padrdo tem sido
encontrado por diversos estudos com diferentes vertebrados terrestres (Antonelli et al., 2010),
embora seja importante salientar que a diversidade de organismos e de rios testados ndao permitem
grandes generalizacdes a respeito do tema (Rogers e Leite, 2013; Dias-Terceiro et al., 2015). No
presente estudo, a previsdo de monofilia reciproca entre populacdes provenientes de margens
opostas nao foi observada em todos os casos. Em contraste, a correlacao entre distancia geografica e
genética ndo foi significativa, sugerindo que outros fatores geograficos, tais como barreiras, devem
ser determinantes na distribuicao da variabilidade genética. Por fim, o desenho amostral empregado
no presente estudo ndo permitiu avaliar se existe “permeabilidade” dos rios ao fluxo génico ao
longo de suas respectivas extensoes. Dessa forma, os resultados obtidos neste estudo vem se somar
a um crescente corpo de conhecimento que indica que a variabilidade genética nos niveis intra e
interespecifico em anfibios apresentam relacdo com a transposicao de grandes rios amazonicos
(e.g., Funk et al., 2007; Fouquet et al., 2012; Kaefer et al., 2012, Kaefer et al., 2013, Simdes et al.,
2014).

A cronologia da divergéncia de linhagens é importante para testarmos as hipdteses dos
mecanismos e forcas que causaram essa diversificacdo (Rull, 2011). Nossos dados mostram um
tempo de divergéncia para o DNAmt e DNAn concordante com outros trabalhos com o género
Pristimantis (Elmer et al., 2007; Kieswetter e Schneider, 2013), Hypsiboas cinerascens (Motta
comunicacdo pessoal) e Allobates spp. (Kaefer et al., 2013), os quais relacionam eventos de
diversificacao ao Inferior e Médio Mioceno para o Inferior do Plioceno. Esta época foi marcada por
significante reorganizacdo tectonica e paleogeografica, principalmente pela criacdo/alteracao de
novos caminhos e barreiras para a evolucao bidtica por meio de movimentacdo tectdnica
(Turchetto-Zolet et al., 2013). Como observado no presente estudo, também ¢é importante destacar o
papel do Pleistoceno na estruturacao das linhagens mais recentes, pois os complexos processos de
interacOes paleogeograficos e paleoclimaticos afetaram o surgimento de linhagens antigas e recentes
(Bush, 1994; Rull, 2008). Muitas espécies comecaram a diversificar durante o Terciario
(Mioceno/Plioceno) como consequéncia dos eventos tectonicos de orogénese (soerguimento dos
Andes). Depois, no inicio do Quartenario, as flutuacdes climaticas e a formacao do atual sistema de

drenagem da bacia Amazonica teriam fragmentado essas linhagens causando a estruturacdo das
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populagOes e o surgimento de novas espécies (Santos et al., 2009; Rull, 2011).

A regido do Baixo Madeira apresentou uma forte estruturagao genética, com duas linhagens
simpatricas com histérias evolutivas e relacionamentos filogenéticos distintos. Talvez este padrdo
possa ser explicado pelo estabelecimento do sistema de drenagem do Rio Amazonas em ~7 Ma
(Hoorn et al., 2010), separando as linhagens do Baixo Madeira (BM2) e Escudo das Guiana (EG) e
Baixo Madeira (BM1) da linhagem do Interflivio Madeira Tapajos (IMT). A formacdo do baixo
Madeira teve um papel importante e intrigante na formacgado da biota desta regido, causando grandes
efeitos na estruturacdo de anuros como Hypsiboas cinerascens (Motta comunicacdo pessoal),
Allobates nidicola e Allobates masniger (Kaefer et al., 2013) e outros grupos de vertebrados:
Crocodylia Paleosuchus palpebrosus (Muniz, 2012), Cetacea Inia geoffrensis e Inia boliviensis

(Gravena et al., 2014).

Diversidade criptica e delimita¢do de espécies candidatas

Nossos resultados com DNA mitocondrial, DNA nuclear e dados morfométricos revelaram
uma alta diversidade criptica para a espécie Pristimantis fenestratus no leste da Amazonia,
indicando seis linhagens genéticas fortemente suportadas de acordo com o DNAmt e quatro de
acordo com o DNAn. Provavelmente o nimero de linhagens cripticas em P. fenestratus é muito
maior, visto que a distribuicdo da espécie ndo foi totalmente contemplada pelo desenho amostral da
presente investigacdo. Esta alta diversidade criptica vem sendo revelada para outros grupos
(Fouquet et al., 2007a; Elmer et al., 2007; Funk et al., 2011; Gehara et al., 2014), mostrando que
muitas das espécies conhecidas como amplamente distribuidas estdo mascarando uma diversidade
ainda desconhecida (Fouquet et al., 2007a; Kieswetter e Schneider, 2013). Uma vez que estimativas
apontam que nos ultimos 250 anos da classificacdo taxondmica apenas 14% de todas as espécies
terrestres foram descritas (Mora et al., 2011), nossos resultados fazem parte de um amplo conjunto
de evidéncias que apontam que a biodiversidade e a diversidade criptica Neotropical e,
particularmente, amazonica ndo podem ser trivializada.

Antes dos avancos das técnicas com sequéncias de DNA em estudos na regido amazonica,
esta por muito tempo foi considerada uma regido com alta diversidade alfa (muitas espécies em um
mesmo local) e baixa diversidade beta (espécies diferentes em locais distintos) (Funk et al., 2011).
Isso se deve a ampla utilizacdo de conceitos de espécies baseados em morfologia, a qual colaborou
para a ideia de que muitas espécies apresentavam uma ampla distribuicdao na Amazonia (Padial e De
la Riva, 2009). Nossos resultados, assim como outros estudos utilizando dados genéticos e/ou
bioacusticos (Fouquet et al., 2007a,b; Lehtinen et al., 2007; Padial e De la Riva, 2009; Kaefer et

al., 2013), ajudam a mudar essa visdo da AmazoOnia, mostrando que espécies com ampla



30

distribuicdo, podem estar mascarando espécies cripticas e com distribuicao mais restrita, revelando
que as diversidades beta e gama (total) sdo severamente subestimadas.

Quatro linhagens encontradas neste estudo (IXA, ITA, IMT e BM1) podem ser classificadas
como Espécies Candidatas Nao-confirmadas (ECN), pois apresentam uma divergéncia genética
acima de 3%, valor proposto para o marcador 16S DNAr (Vences et al., 2005; Fouquet et al.,
2007b) para delimitar espécies proximamente relacionadas. Quando uma revisao nos caracteres
diagnésticos na morfologia e/ou vocalizagdo forem incorporadas nas linhagens encontradas neste
estudo, acreditamos que as mesmas serdo elevadas para o status de Espécies Candidatas
Confirmadas (ECC), obedecendo as premissas propostas na literatura recente em taxonomia de
anfibios (Vieites et al., 2009; Padial et al., 2010). Para os agrupamentos genéticos do EG e BM2, a
distancia genética p (16S DNAr) entre os mesmos é de 2%. Entretanto, dados citogenéticos
(Siqueira et al., 2009) e diferencas em caracteres bioactsticos (Marcelo Gordo, comunicagdo
pessoal) destas duas populacoes fazem delas compativeis com a classificacdo como ECC, pois
independente da divergéncia genética entre elas, a constatacdo de uma barreira pré-zigética, tal
como a vocalizacdo, é suficiente para delimitar espécies (Vieites et al., 2009; Padial et al., 2010).
Muitos outros exemplos de espécies distintas com baixa divergéncia genética sao documentados na
literatura: anuros de Madagascar (Vieites et al., 2009), Egystomops (Ron et al., 2006; Funk et al.,
2011) e ciclidios Africanos (Meyer et al., 1990).

De modo geral, nossas analises mostraram que P. fenestratus apresenta pelo menos quatro
novas especies-candidatas cripticas bem suportadas, apontamos um incremento de até 400% no
nimero de espécies através das populacoes de P. fenestratus analisadas. Fouquet et al. (2007b)
encontrou em 60 espécies analisadas para a Amazonia e Guiana, um incremento de 22 — 115% de
potenciais novas espécies com base no DNAmt, enquanto que Funk et al. (2011) sugerem um
aumento de 150 — 250% para Egystomops e 200 — 350% para Hypsiboas no nimero de espécies,
com dados moleculares, morfologicos e bioacuisticos. Mesmo assim, em Pristimantis, essa grande
diversidade ndo pode ser considerada surpreendente: anuros com desenvolvimento direto
apresentam uma taxa de especiacdo mais elevada, devido em parte ao modo de vida
(desenvolvimento direto) (Vences e Wake, 1999). Pristimantis pdem poucos ovos e tendem a
permanecer no mesmo local, favorecendo a endogamia e a fixacdo de mutacdes em condicdes
homozigoticas (Bogart, 1991). Dubois (2005) propde que a alta taxa de mortalidade favorece a
fixacdo de alelos nas populagdes e assim favorece o surgimento de novas espécies.

Duas razdes sdo apontadas para a ocorréncia de espécies cripticas, morfologicamente
semelhantes: 1) reconhecimento de um sinal de acasalamento ndo visual, ou seja, feromonios ou

sinais bioacusticos (Bickford et al., 2007). Espécies que diferem por esse caminho, escapam de um
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taxonomista baseado apenas em morfologia, pois ndo apresentam caracteres morfologicos
diagnosticos (De Sa et al., 2005; Tsuji-Nishikido et al., 2012) 2) Selegdo estabilizadora que, sob
condi¢cdes ambientais restritivas, reduzem ou eliminam mudangas morfologicas que poderiam ser
acompanhadas de especiacao (Bickford et al., 2007). As espécies que vivem sob forte selecao do
ambiente ou caracteres fisiolégicos para adaptacio em um determinado habitat, podem nao

apresentar mudangas na morfologia entre individuos (Schénrogge et al., 2002).

Conclusao
Pristimantis fenestratus representa um complexo de espécies entre as quais se observa

conservatismo morfol6gico acompanhado de profundas distancias genéticas. Embora necessite de
uma revisdo taxonOmica integrativa que contemple dados moleculares, morfolégicos e
comportamentais, o conjunto de dados analisado permite assinalar quatro linhagens como espécies
candidatas. A variabilidade genética do complexo P. fenestratus é distribuida de acordo com a
transposicao de grandes rios amazonicos. As divergéncias mais profundas em P. fenestratus
remontam ao Mioceno/Plioceno, embora eventos mais recentes de diversificacdo tenham modelado
a variabilidade genética atual da espécie. Um incremento no numero de areas amostradas devera
permitir a delimitacdo de um niimero ainda maior de espécies candidatas, bem como uma melhor

compreensao a respeito da historia deste conjunto de unidades evolutivas.



Informacao suplementar:

I. S. 1 Valores dos dois primeiros componentes principais dos machos, usando apenas os residuos da regressao
linear das outras medias em relacdao ao CRC.

L. S. 2: Matriz de classificacdao Jackknifed para os machos, utilizando apenas os residuos das regressées em

Variavel PC1 PC2
CCo  -0.367518096 8.721601e-01
CoP -0.394314278 -1.577263e-01
CoC -0.124013620 4.036435e-02
LaC -0.125832000 1.433050e-01
Dlo -0.035460475 -1.346139e-03
LSo 0.019027895 1.132526e-02
DIn -0.009612552 -2.572970e-02
DON  -0.052160694 3.017538e-02
CoO -0.019989116 4.124621e-03
CoT  -0.029607866 1.439539e-02
CTi -0.433821817 -1.388558e-02
CoM  -0.193236455 -1.813041e-05
CoR  -0.056137366 4.208964e-02
CPe -0.621674985 -3.789120e-01
CTa -0.204660314 -2.117020e-01
CoB  -0.124362626 -3.210994e-03

Eigenvalor  4.67503 0.650359
%
variacao 68.81% 9.57

relacdo das outras medidas em relacdao ao CRC.

Jackknifed Classification Matrix

ITA EG BM?2 BM1 IMT IXA % correto
ITA 11 2 0 0 6 5 46
EG 9 23 1 2 9 8 44
BM2 0 0 4 0 0 0 100
BM1 0 1 0 2 0 0 67
IMT 2 2 0 2 7 3 44
IXA 5 3 0 1 3 21 64
Total 27 31 5 7 25 37 52

32
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Capitulo 2

Pristimantis (Jiménez de La Espada 1870), um género megadiverso: uma nova espécie
Pristimantis (Anura: Craugastoridae) para a bacia Amazonica oriental brasileira

Resumo

Descrevemos uma nova espécie de Pristimantis (Anura: Craugastoridae) do grupo
Pristimantis conspicillatus. Pristimantis sp. nov. é conhecida para o municipio de Juruti,
Estado do Para, Brasil — Amazonia Oriental e comunidade Cameta no municipio de Aveiro,
Para, Brasil na margem esquerda do rio Tapajos (3°13'36.40“S; 55°19'58.73”W). A nova
espécie é diferenciada das outras espécies do grupo por apresentar a combinacdo de seguintes
caracteres: o ventre liso, pequenos tubérculos dorso laterais espalhados, pequenas dobras
dorsolaterais, franja nos dedos das mados e pés, tubérculos supernumerarios plantares,
membrana basal nos pés, regido gular e ventre com pontos marrom em um fundo branco. A
analise molecular para o gene 16S DNAr apontam uma distancia genética de 11% para P.
koehleri e 12% para P. fenestratus.

Palavra chave: Pristimantis sp. nov., DNA mitocondrial, morfologia.

Introducao
O género Pristimantis Jiménez De la Espada 1870 possui atualmente 473 espécies

divididas em 11 grupos de espécies (Padial et al., 2014), amplamente distribuidas na América
Central e do Sul (Frost, 2014). O grupo P. conspicillatus (Lynch e Duellman, 1997)
compreende 33 espécies (Padial et al., 2014) que estdo distribuidas principalmente no norte da
Ameérica do Sul, leste da Colombia, Guianas e Ilha Taboga no Panama (Hedges et al., 2008).
A diversidade de espécies deste género é a maior entre todos os grupos de vertebrados
(Fouquet et al., 2013). Essa diversidade pode ser associada com a evolugdo do
desenvolvimento direto e uma variedade de tragos morfologicos que adaptam estes anuros a
ocuparem regides ndo ocupados por outros anfibios (Teran-Valdez e Guayasamin, 2010). Um
desses tragos, tamanho corporal, pode variar de 14,5 mm (P. andinognomus Lehr e Coloma
2008) para 73 mm (P. lymani Barbour e Noble 1920) (Hedges et al., 2008).

Pristimantis fenestratus (Steindachner 1864) pertence ao grupo P. conspicillatus e
possui ampla distribuicdo na Amazonia (Lima et al., 2006; Bernarde e Macedo 2008; Franca e
Venancio, 2010; Avila-Pires et al., 2010). A taxonomia de Pristimantis fenestratus encontra
se, em grande parte, sem uma resolucdo adequada; onde muitas populagdes morfologicamente
diferentes tém sido tratadas erroneamente sobre o mesmo nome (Duellman e Lehr, 2009;
Freitas, 2011; Siqueira et al., 2009). Em parte devido a incongruéncia das informacdes a

respeito da localidade tipo da espécie (De la Riva, 2000; Siqueira et al., 2009), assim Reichle
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(1999) em visita ao Naturhistorisches Museum Wien (NMW) designa o sintipo de
Pristimantis fenestratus da localidade do Rio Mamoré, Rondonia (NMW 19940:1 — Figura 1
a,b,c) como o lectétipo e o sintipo do municipio de Borba, Amazonas (NMW 19940:2 —
Figura 1 d,e,f) como o paralectétipo. De La Riva (2000) e Padial e De La Riva, (2009),
consideram P. fenestratus coletados na bacia Amazonica boliviana e encostas dos Andes,
como coespecifico de P. fenestratus da localidade tipo do lectétipo.

Evidéncias recentes suportam a ideia de P. fenestratus ser um complexo de espécie
(Rodriguez et al., 2004). Padial e De La Riva (2009) descreveram Pristimantis koehleri para a
Bolivia, mas antigamente esta era identificada como possivel populacdo de P. fenestratus, P.
samaipatae (Kohler e Jungfer 1995), P. dundeei (Heyer e Mufioz 1999) ou P. peruvianus
(Melin 1941) devido a similaridades morfologicas. Maciel et al. (2012) descrevem P.
ventrigranulosus para o Brasil Central apoiada por dados morfologicos e bioactsticos, onde
Duellman e Lehr (2009) consideravam populacoes que ocorrem no Brasil Central diferentes

de P. fenestratus dos Andes e Bolivia.

Figura 1. Lectétipo de Pristimantis fenestratus do Rio Mamoré, Rondonia — Brasil (vista dorsal em a; vista
ventral em b; vista lateral da cabeca em c) e Paralectétipo do municipio de Borba, Amazonas — Brasil
(vista dorsal em d; vista ventral em e; vista lateral da cabeca em f).

Utilizando dados morfol6gicos e moleculares, descrevemos uma nova espécie de
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Pristimantis para o grupo P. conspicillatus, relacionada com P. fenestratus e P. koehleri Padial

e De la Riva 2009.

Material e Métodos
Analises morfologicas: Foram analisados 38 espécimes de Pristimantis aff.

fenestratus provenientes da Colecdo Zooldgica de Anfibios e Répteis do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA-H) e Colecdao Herpetolégica do Museu Paraense Emilio Goeldi
(MPEG). As comparagoes dos estados dos caracteres foram realizadas com sete espécimes da
localidade tipo do municipio de Borba, Amazonas, Brasil indicada por (Steindachner, 1864)
(Apéndice I). Utilizamos também informagoes disponiveis na literatura, seguindo a descri¢ao
dos caracteres diagnosticos indicados por Padial e De la Riva (2009) para P. fenestratus.

Seguimos a nomenclatura sugerida por Kok e Kalamandeen (2008), Padial e De La
Riva (2009) e Duellman e Lehr (2009) para as medidas morfométricas, utilizando um
paquimetro digital com 0.1 mm de precisao: comprimento rostro cloacal (CRC); comprimento
da cabeca (CoC); largura da cabeca (LaC); comprimento do rostro (CoR); distancia do olho
ao nariz (DON); distancia internasal (DIn); comprimento do olho (CoO); distancia interorbital
(DIo); largura da supraocular (LSo); comprimento do timpano (CoT); comprimento do brago
(CoB); comprimento da mao (CoM); comprimento da coxa (CCo); comprimento da tibia
(CTi); comprimento do tarso (CTa); comprimento do pé (CoP); comprimento da perna (CPe).

Para a identificacdo do sexo, uma incisdo lateral foi feita nos espécimes, com o
objetivo de examinar as gonadas. Em adicdo, registramos caracteres sexuais secundarios em
machos e fémeas adultos, tais como a presenca/auséncia de saco vocal e calo nupcial.

Analise molecular: O DNA gendmico total foi extraido para 15 espécimes usando o
protocolo CTAB 2% (Doyle e Doyle, 1987). Um fragmento 16S DNAr foi amplificado via
PCR usando os primers 16Saf e 16Sbr (Palumbi, 1996). A amplificagdo foi realizada sob as
seguintes condicOes: 92°C a 60 s seguida por 35 ciclos de 92°C (60 s), 50°C (50 s) e 72°C
(1.5 min). O volume final da reacdo de PCR foi de 12 pL e contendo 4.4 pL. ddH-O, 1.5 pL de
25 mM MgCl,, 1.25 pL de 10 mM dNTPs (2.5mM cada dNTP), 1.25 pL. de tampdo 10x (75
mM Tris HCl, 50 mM KCl, 20 mM (NH4),SO,), 1 pL de cada primer (2 pM), 0.3 pL de 1 U
Taqg DNA Polimerase e 1 pL. de DNA (30 — 50 ng/pL). Reacdo de sequenciamento foi
realizada de acordo com recomendacdes do fabricante para o mix de sequenciamento ABI
BigDye Terminator, usando o primer 16Saf e uma temperatura de anelamento de 50°C. As

reacoes de sequenciamento foram precipitadas usando o protocolo padronizado de
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EDTA/Etanol, resuspendido com 10uL de formamida deionizada (ABI) e sequenciado no
sequenciador automatico ABI 3130x1 (Applied Biosystems).

Para a construcdo da arvore filogenética foi obtida um total de 490 bp de 15 espécimes
de P. aff. fenestratus da localidade de Juruti, estado do Pard, Brasil e seis topétipos do
municipio de Borba, Amazonas, Brasil. Adicionalmente foram obtidas sequéncias do
GenBank de Pristimantis fenestratus, P. koehleri, P. samaipatae (Kohler e Jungfer 1995), P.
toftae (Duellman 1978), P. rhabdolaemus (Duellman 1978) e P. platydactylus (Boulenger
1903) (Tabela 1). Usamos Oreobates discoidalis (Peracca 1895), como grupo externo,
seguindo Padial e De La Riva (2009). Todas as sequéncias foram alinhadas usando o
algoritimo Clustal W (Thompson et al., 1996) implementado no software BioEdit 7.2 (Hall,
1999). O modelo molecular evolutivo GTR+G foi escolhido através do software Jmodel Test
(Darriba et al., 2012) e uma arvore filogenética com 10.000 réplicas de bootstrap foi gerada
no software Treefinder (Jobb, 2008). A distancia genética par a par ndo corrigida (p-distance)

entre as espécies foram calculadas no software MEGA 6.0 (Tamura et al., 2007).

Tabelal: Lista de espécimes utilizados para analise molecular

Espécies Localidades GenBank N° na colegao Stat}l > dos
espécimes
Pristimantis sp. nov  Juruti, PA — Brasil = ------------- J 292 Parétipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = ------------- J 296 Paratipos
Pristimantis sp. nov_ Juruti, PA — Brasil = ------------- J 304 Paratipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = ------------- J 307 Paratipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = ------------- J 308 Paratipos
Pristimantis sp. nov_ Juruti, PA — Brasil = ------------- J 309 Parétipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = -----------—- J 310 Paratipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = -----------—- J 317 Paratipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = ------------- J 318 Parétipos
Pristimantis sp. nov_ Juruti, PA — Brasil = ----------—-- J 319 Parétipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = ------------- J 330 Paratipos
Pristimantis sp. nov Juruti, PA — Brasil = ------------- J 332 Paratipos
Pristimantis sp. nov  Juruti, PA — Brasil = ------------- J 341 Paratipos
Pristimantis sp. nov_ Juruti, PA — Brasil = ------------- J 342 Paratipos
Pristimantis sp. nov Comunidade ------------- INPA-H 34566 Paratipos
Cametd, PA — Brasil
fenestratus Borba, AM — Brasil = ------------- INPA-H 34571 Topotipos
fenestratus Borba, AM - Brasil = ------------- INPA-H 34577 Topétipos
fenestratus Borba, AM — Brasil ------------- INPA-H 34562 Topotipos
fenestratus Borba, AM - Brasil = ------------- INPA-H 34573 Topétipos
fenestratus Borba, AM - Brasil = ------------- INPA-H 34580 Topétipos

fenestratus Borba, AM — Brasil ------------- INPA-H 34575 Topotipos
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koehleri Bolivia, Santa Cruz EU192278 MNCN 42990 Paratopétipo
koehleri Bolivia, Santa Cruz EU192279 MNCN 6627/ Paratopotipo
koehleri Bolivia, Santa Cruz EU192280 MNCN 42983 Paratipos
koehleri Bolivia, Santa Cruz EU192281 MNCN 43013 Paratipos
koehleri Bolivia, Santa Cruz EU192282 MNCN 42986 Paratipos
fenestratus Peru, Madre de Dios EU192277 MHNC 3130 Vouchers
fenestratus Bolivia, La Paz EU192273 MNKA 6629 Vouchers
fenestratus Bolivia, La Paz EU192274 MNKA 6630 Vouchers
fenestratus Bolivia, EU192275 MNKA 6631 Vouchers
Cochabamba
samaipatae Bolivia, Santa Cruz EU192292.1 MNCN 42987 Vouchers
chiastonotus UHE Jari, AP -  —————meee——- Jari 08 —10e 12 Vouchers
Brasil
zeuctotylus Rio Trombetas, PA — -—————-————-- CTGA 1512 -15e Vouchers
Brasil 1670
danae Rio Purus, AM —  ———mmmmmmeee CTGA 769, 788-9 e Vouchers
Brasil 796

rhabdolaemus Bolivia, Santa Cruz EU192257.1 MNCN-DNA4120 Vouchers
rhabdolaemus Bolivia, Santa Cruz EU192258.1 MNCN-DNA3940 Vouchers

toftae Peru, Cusco EU192294.1  MNCN 43246 Vouchers

toftae Bolivia, EU192293.1 MNCN 43025 Vouchers
Cochabamba

platydactylus Bolivia, Santa Cruz. EU192283.1 MNKA - JMP 054 Vouchers

platydactylus Bolivia, EU192284.1 MNCN 43003 Vouchers
Cochabamba

Oreobates Bolivia, Tarija EU368896.1 MNCN43133 Vouchers

discoidalis

Abreviacoes: MNCN, Museu Nacional de Ciéncias Naturais (Espanha); MNK-A, Colecdo de Anfibios, Museu
de Histéria Natural Noel Kempff Mercado (Bolivia); MHNC, Museu de Histéria Natural, Universidade Nacional
de San Antonio Abad del Cusco, Peru; CTGA, Colecgdo de Tecidos de Genética Animal; J, Juruti.

Pristimantis sp. nov.

(Figura 2)

Holotipos: INPA-H 34576, macho adulto, coletado no municipio de Juruti, Estado do Para,
Brasil (02°36'46.09"S; 56°11'38.53"W) por Marcelo Gordo em 23 de Junho de 2010.
Paratipos: INPA-H 34568 — 70 e 34572 quatro machos adultos e INPA-H 34563, 34564,
34567 e 34574 quatro fémeas adultas, coletados na mesma localidade do holétipo. INPA-H
34566, fémea adulta coletada na margem esquerda do médio rio Tapajos, na comunidade de
Cameta do municipio de Aveiro, Para, Brasil (3°13'36.40“S; 55°19'58.73”W), distante em 100

km do municipio de Juruti, PA, Brasil.
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Grupo Pristimantis conspicillatus: A nova espécie pertence ao grupo Pristimantis
conspicillatus (Lynch e Duellman, 1997; Hedges et al., 2008). Até o momento, ndo existem
sinapomorfias morfolégicas identificadas para suportar o género Pristimantis (Hedges et al.,
2008). Avaliamos a nova espécie para este género, com base na geografia e semelhancas com
outras espécies de Pristimantis. Consideramos a nova espécie no grupo P. conspicillaltus por
apresentar os dedos da mdo I>II, membrana timpanica e timpanos annulus distintos e crista
cranial ausente (Hedges et al., 2008).

Diagnoses. Pristimantis sp. nov. é diferenciada das outras espécies do grupo, pela seguinte
combinacdo dos caracteres (Tabela 2): (1) pele dorsal shagreen, com poucos tubérculos pretos
espalhados pela regido dorso lateral, pequena dobra dorso lateral formada por pequenos
granulos, pele do ventre lisa com dobras discoidais conspicuas; (2) saco vocal com manchas
marrom escuro em um fundo branco; (3) coloracdo ventral esbranquicada com pontos
marrons;(4) um tubérculo subarticular no dedo da mao I e II, dois tubérculos no dedo da mao
III e IV; (5) tubérculo supernumerario presente nas maos e quase do mesmo tamanho dos
tubérculos subarticular; (6) franja lateral ligeiramente desenvolvida nos dedos das mdos com
fraca rede basal entre os dedos I e II; (7) tubérculo supernumeréario presente na base do dedo
IV do pé (Figura 4E); (8) rede basal nos dedos dos pés com franja lateral ligeiramente
desenvolvidas; (9) superficie dorsal das coxas com faixas marrom escura que estende-se para
o posterior da coxa; (10) cinquenta autapomorfias moleculares para o fragmento do gene 16S

do DNAT.

Figura 2. Holotipo de Pristimantis sp. nov. (A) Vista ventral, (B) vista dorsal, (C) vista lateral da cabeca,
(D) mao e (E) pé direito (INPA-H 34576).
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Tabela 2: Comparacao dos caracteres diagnésticos de algumas espécies do grupo Pristimantis conspicillatus junto com a nova espécie: (1) textura do ventre (liso ou
granular);(2) tubérculos dorsal (presente ou ausente); (3) franja nos dedos da mao (presente ou ausente); (4) dobra dorso lateral (presente ou ausente); (5) franja nos pés
(proeminente, fraca, ausente); (6) membrana basal nos pés (presente ou ausente); (7) dobra tarsal (proeminente, fraca ou ausente); (8) padrao de coloracdo da garganta
(manchado, imaculado, variavel ou claro); (9) tubérculo supernumerario plantar (presente ou ausente); (10) tubérculo palmar externo (inteiro, dividido ou semi dividido).

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
P. fenestratus* liso presente ausente -------- fraca presente = ---------- manchado ausente -----------
P. fenestratus** liso ausente presente ausente fraca presente presente variavel = ------e-- dividido
P. koehleri granular ausente ausente ausente fraca ausente  presente claro presente dividido

lateralmente

P. dundeei granular presente ausente ausente proeminente presente presente manchado =~ ---------- dividido
P. samaipatae liso ausente ausente ausente proeminente ausente presente imaculado =~ ---------- dividido
P. zeuctotylus liso ausente ausente presente  ausente  ausente  ausente manchado presente inteiro
Pristimantis sp. nov. liso presente presente presente fraca presente  fraca manchado presente dividido

Bolivia.

Obs: O (*) descrigdo feita por Duellman e Lehr (2009) para Pristimantis fenestratus do Peru e o (**) descri¢do de Padial e De La Riva (2009) para Pristimantis fenestratus da




Analise filogenética e distancia genética. A analise filogenética da espécie conhecida como
Pristimantis fenestratus, apontou a existéncia de trés linhagens (Figura 3). A primeira linhagem
agrupando os individuos de Borba, Amazonas, Brasil. Uma segunda linhagem para os espécimes da
Bolivia. A terceira linhagem agrupa os individuos de Juruti, Para, Brasil e comunidade de Cameta
no municipio de Aveiro, Para, Brasil. Amostras coletadas na localidade tipo de P. fenestratus, para o
municipio de Borba, aparecem como grupo irmdo de P. koehleri com uma p-distance de 2%.
Pristimantis fenestratus da Bolivia aparece como grupo irmdo de P. fenestratus (Borba) + P.
koehleri, com uma p-distance de 3% para ambas. A nova espécie, Pristmantis sp. nov. possui uma
p-distance de 11% para P. fenestratus de Borba e P. koehleri e 12% para P. fenestratus da Bolivia

(Tabela 3).

Pristimantis sp. nov.

96 P. fenestratus (Borba, AM)
54
6 P. koehleri (Bolivia)
76 69
] P. fenestratus (Bolivia)
47 P. samaipatae (Bolivia)
P. chiastonotus (Jari, AP)
P. zeuctotylus (Trombetas, PA)
55 P. danae (Rio Purus, AM)
P. rhabdolaemus (Bolivia)
6[ % P. toftae (Peru)
P. platydactylus (Bolivia)
N Oreobates discoidalys (Bolivia)
0.02

Figura 3. Arvore de Maxima Verossimilhanca (ML) utilizando o modelo evolutivo GTR+G, inferindo o
relacionamento filogenético entre Pristimantis sp. nov. e outras espécies do grupo P. conspicillatus com base no
marcador mitocondrial 16s rRNA com 490 pb. Os suportes dos ramos foram encontradoes com 10 mil
pseudoréplicas de bootstrap. A barra horizontal representa a distancia genética entre os clados.



Tabela 3: Distancia genética entre as espécies do grupo Pristimantis conspicillatus utilizadas neste estudo.

Pristimantis P. fenestratus P. koehleri P. samaipatae P. fenestratus P. chiastonotus P. zeuctotylus

sp.nov.  (Borba)  (Bolivia)  (Bolivia)  (Bolivia) (Brasil) (Brasil)
Pristimantis. )
Sp. NovV.
P. fenestratus
(Borba) 0.11 ]
P. koehleri
(Bolivia) 0.11 0.02 -
P. samaipatae
(Bolivia) 0.11 0.04 0.05 -
P feneftr.atus 0.12 0.03 0.03 0.06 -
(Bolivia)
) 2} chlastqnotus 0.14 0.09 0.09 0.09 0.09 -
(Brasil)
P. zeuctotylus 017 0.15 0.15 0.14 0.15 0.17 -

(Brasil)

Comparacdo com outras espécies. Pristimantis sp. nov. pode ser distinguido de P. fenestratus, P.
koehleri, P. samaipatae, P. dundeei (Heyer e Mufioz 1999), P. ventrigranulosus Maciel, Vaz-Silva,
Oliveira e Padial 2012 e P. zeuctotylus (Lynch e Hoogmoeid 1977) por uma série de combinagoes
de caracteres (estado do caractere das espécies comparadas em parénteses): para P. fenestratus por
tubérculo supernumerario plantar presente (ausente), presenca de franja nos dedos das maos
(ausente), presenca de tubérculos dorsais (ausente); para P. koehleri por membrana basal nos dedos
dos pés (ausente); para P. samaipatae por fraca franja lateral nos dedos das maos (ausente), ventre
de cor creme esbranquicado com pontos marrom escuro (imaculado); para P. dundeei por ventre liso
(areolado), presenca de dobras dorso laterais (ausente); P. ventrigranulosus por ventre liso
(fracamente areolado), tubérculo supernumerario plantar presente (ausente); para P. zeuctotylus por
tubérculo palmar dividido (inteiro), ventre cor creme esbranquicado com pontos marrom escuro e
dorso marrom escuro (ventre de cor preta e dorso de cor bronze).

Descricao do holétipo. Pele dorsal shagreen, com poucos tubérculos pretos espalhados pelo corpo;
regido ventral e gular lisa; cabeca mais longa que larga; rostro longo subacuminado em vista dorsal
e protuberante em vista lateral; narinas visiveis em vista lateral; canthus rostralis concavo e regiao
loreal plana; lingua ovalada, cobrindo todo o chdo da boca; processo dentigero do vomer obliquo e
situado posterior as coanas; saco vocal subgular com manchas escuras em um fundo branco; olho
representando 4.2% do CRC; pupila eliptica; dobra supratimpanica proeminente e ovalada;
membrana timpanica e timpanos annulus arredondado e proeminente; maos relativamente pequenas,

representando 26.4% do CRC; comprimento relativo dos dedos das mados: II < IV <1 < III; discos



dos dedos III e IV das maos mais expandidos que o I e II; fraca franja lateral nos dedos das maos e
uma fraca rede basal entre os dedos I e II das mdos; um proeminente tubérculo metacarpal externo
dividido, em forma de coracdo; tubérculo metacarpal interno pequeno na base do dedo I; um
tubérculo subarticular no dedo I e II da mao, dois tubérculos subarticulares proeminente nos dedos
I1I e IV; tubérculos supernumerarios presente na base dos dedos das maos; pernas longas, com tibia
representando 55.3% do CRC; comprimento relativo dos dedos dos pés: I < [I< V < III < 1V;
tubérculo metatarsal interno bem desenvolvido e ovalado; tubérculo metatarsal externo menor que o
interno; um tubérculo subarticular nos dedos I e II do pé; dois tubérculos subarticular nos dedos III
e V do pé; e trés tubérculos subarticular no dedo IV do pé; um tubérculo supernumerario na base do
dedo IV do pé; franja lateral fracamente desenvolvida nos dedos dos pés; rede basal entre dos dedos
Iell, II e I1I, III e IV; auséncia de dobra tarsal externa.

Medidas do holétipo (mm). CRC: 28.0; CoC: 10.5; LaC: 10.0; CoR: 5.7; DON: 3.9; DIn: 2.8;
Co0: 4.0; DIO: 3.0; LSo: 2.7; CoT: 1.8; CoB: 5.8; CoM: 7.4; CCo: 13.7; CTi: 15.5; CTa: 7.6; CoP:
13.9; CPe: 20.2.

Coloracao em alcool. Machos sdao marrom escuro no dorso, exceto o paratipo INPA-H 34569
(marrom claro), todas as fémeas tém o dorso marrom claro. Tubérculos pretos no dorso. O ventre é
creme esbranquicado, com poucos pontos escuros espalhados pelo ventre. A regido gular apresenta
manchas marrom escuras em um fundo branco.

Variacdo (Figura 4). Os machos INPA-H 34570 e INPA-H 34572 possuem membros fortemente
barrados; alguns paratipos tém manchas pretas e/ou brancas espalhadas pelo dorso (INPA-H 34568
e 34570). Fémeas podem apresentar a regido gular mais esbranquicada e manchas marrom escuro
nas laterais.

Distribuicdo. Pristimantis sp. nov. é conhecida somente para o municipio de Juruti e comunidade

de Cameta no municipio de Aveiro, Para, Brasil margem esquerda do rio Tapajos (Figura 5).




Figura 4. Variacao morfolégica dorsal e ventral da série tipo de Pristimantis sp. nov. (A) fémeas e (B) machos.
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Figura 5. Localidade tipo de Pristimantis sp. nov. (estrela), comunidade Cameta, Para, Brasil (circulo) e
municipio de Borba (quadrado).

Discussao
Pristimantis fenestratus tem sido considerada uma espécie amplamente distribuida na

Amazonia, sendo registrada em diversos trabalhos, porém levantamos um problema que ja vem
sendo encontrado por outros autores, sobre a diversidade criptica nesta espécie (Padial e De la Riva,
2009; Duellman e Lehr, 2009, Siqueira et al., 2009). Nossas analises mostram que P. fenestratus do
municipio de Borba e P. fenestratus de La Paz, Bolivia, sdo duas linhagens separadas pela distancia
genética de 3% . Alguns autores defendem o limite de 3% de divergéncia com o gene 16S, para
separar espécies (Vences et al., 2005; Fouquet et al., 2007b). Assim, uma revisdo taxonomica é
necessaria em P. fenestratus, pois as duas localidades que correspondem para o tipo da espécie,
apresentam divergéncias genéticas consideraveis.

Pristimantis sp. nov. é descrita para a Amazonia Oriental, ap6s uma comparacdao
morfolégica e molecular com P. fenestratus. Porém, devido a ampla distribuicdo da espécie,
acreditamos que mais espécies serdo descritas, depois de uma revisao taxondmica integrativa de P.
fenestratus. Trabalhos recentes vem revelando que espécie amplamente distribuidas, mascaram
espécies ainda ndo descritas (Elmer et al., 2007; Padial e De la Riva, 2009; Gehara et al., 2014), em
parte por causa da similaridade morfolégica do género e a caréncia de estudos na Amazonia
Oriental. Algumas descricdes do estado dos caracteres de P. fenestratus sdo encontrados na

literatura (Padial e De La Riva, 2009; Duellman e Lehr, 2009), baseado neles, a nova espécie



apresenta diferencas que suportam a sua validade, diferenciando esta também de outras espécies do
grupo P. conspicillatus.

Pristimantis é um género com muitas espécies para algumas regides da Amazonia (Peru,
Colombia, Equador, Bolivia, Venezuela), resultado do grande ntimero de trabalhos realizados nestas
areas (Duellman e Hedges, 2007; Elmer e Cannatella, 2008; Padial e De la Riva, 2009; Duellman e
Lehr, 2009; Barrios-Amorés et al., 2010; Arteaga-Navarro e Guayasamin, 2011; Mueses-Cisneros
et al., 2013), fazendo com que a regido Oriental amaz6nica aparega com uma baixa diversidade de

espécies, evidenciado pela caréncia de estudos taxon6micos.



Apéndice 1
Espécimes examinados

Pristimantis fenestratus: INPA-H 34571, INPA-H 34577, INPA-H 34562, INPA-H 34573, INPA-H
34578, INPA-H 34575, MPEG 7088, municipio de Borba, Amazonas, Brasil (localidade tipo).

Pristimantis sp. nov. MPEG 15961, MPEG 14266, MPEG 15929, MPEG 14270, MPEG 27433,
MPEG 27435, MPEG 27426, MPEG 27439, MPEG 27432, MPEG 27424, MPEG 27430, MPEG
22392, MPEG 20537, MPEG 20523, MPEG 20530, MPEG 20535, MPEG 20534, MPEG 20538,
MPEG 20539, MPEG 20529, MPEG 20527, MPEG 20525, MPEG 20540, MPEG 20526, MPEG
20536, MPEG 20524, MPEG 20528, MPEG 20533, INPA-H 34569, INPA-H 34574, INPA-H
34567, INPA-H 34564, INPA-H 34572, INPA-H 34568, INPA-H 34576, INPA-H 34570 e INPA-H
34563, igarapé mutum no municipio de Juruti, Para, Brasil. INPA-H 34566, comunidade de Cameta

no municipio de Aveiro, margem esquerda do rio Tapajos, Para, Brasil.

L.S.1: Medidas dos 38 individuos de Pristimantis sp. nov. e seis individuos de P. fenestratus do municipio de Borba,(AM).

Exemplar Sexo CRC CCo CPe CoC LaC DIO LSo DIn DON DiO CoT CTi CoM CoR CPe CTa CoB
INPA-H34571 M 328 164 17 128 123 23 39 25 43 43 18 178 93 65 246 85 7.7
INPA-H 34577 30.8 153 145 113 107 24 36 29 38 45 15 168 76 56 221 86 64
INPA-H 34562 324 15.7 154 119 111 26 41 27 39 44 18 162 7.8 65 216 72 6.7
INPA-H 34573 343 191 178 126 116 26 4 29 45 39 16 19 102 65 262 9 7.7
INPA-H 34580 31.1 144 14 116 102 26 38 28 42 43 16 16 74 6 211 8 57
INPA-H 34575 316 159 163 11.1 105 23 33 26 42 4 14 175 87 57 233 82 6.8
INPA-H 34569 305 15.6 157 12.1 114 34 36 3 42 46 16 176 88 61 233 89 6.3
INPA-H 34574 28.6 15.7 143 11.7 107 32 28 27 4 35 16 183 83 61 238 93 6.2
INPA-H 34567 33 185 183 13.7 126 33 3.7 32 51 47 21 21.7 92 72 275 111 7.7
INPA-H 34564 29 148 159 118 109 3 33 28 41 39 1.7 179 84 63 229 85 5.8
INPA-H 34572 309 147 157 12 11 28 34 27 36 39 15 176 81 56 236 91 63
INPA-H 34568 29.1 154 154 122 113 31 34 3 39 43 18 175 83 61 229 84 65
INPA-H 34576 28 137 139 105 10 3 27 28 39 4 18 155 74 5.7 202 76 5.8
INPA-H 34570 306 14.7 146 119 114 3 37 3 42 41 16 172 86 6 228 88 6.1
INPA-H 34563 416 213 20.6 153 14.7 3.7 39 39 55 48 21 242 108 8.2 32.1 125 8.4
INPA-H 34566 422 222 216 161 151 42 38 37 61 49 23 248 11 88 31.5 12 8.7

=
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MPEG 15961 382 184 195 147 136 32 33 34 56 49 21 224 109 75 289 11.3 8.3
MPEG 14266 39.5 221 20.7 152 147 35 44 34 56 52 22 241 11 78 31.6 119 9.9
MPEG 15929 37 205 186 141 135 32 3.7 32 52 46 19 224 104 74 293 116 9
MPEG 14270 383 18.7 173 151 146 35 39 33 57 49 24 208 93 76 263 10 8.3
MPEG 27433 289 141 158 113 109 27 33 27 38 35 18 171 79 6 238 84 7
MPEG 27435 302 14 147 11.7 111 29 31 26 38 38 18 167 8 61 222 82 6.6
MPEG 27426 30 134 13.7 115 107 26 26 26 39 37 18 161 73 62 21.7 78 6.5
MPEG 27439 30.6 142 154 119 112 32 32 24 42 38 16 173 82 6.1 233 86 7




MPEG?27432 M 31.7 133 148 11.7 114 26 35 27 39 41 2 172 79 61 23 91 6.7
MPEG 27424 M 29 141 141 114 106 25 3 25 39 39 16 169 79 6 22 8.6 6.6
MPEG 27430 M 314 143 152 121 11.2 2.6 35 2.7 43 4 19 172 8 63 245 8.8 6.9
MPEG 22392 M 30.8 16.1 14.7 11.7 113 2.8 33 27 43 42 19 171 84 62 223 84 7

MPEG 20537 F  40.7 22.7 21.7 15.8 143 45 3.1 3.6 6 46 23 242 116 7.9 324 122 9.7
MPEG20523 F 413 19 187 166 154 34 38 33 58 49 25 227 101 81 28.6 11.7 8.2
MPEG20530 F 421 213 10 164 154 35 43 36 68 47 22 23 96 89 288 113 8.1
MPEG 20535 F 361 199 182 134 127 3.8 2.7 31 47 43 19 221 93 72 281 109 8.2
MPEG 20534 F 374 194 189 14 136 3.6 3.2 3.2 5 42 22 225 102 7.4 291 109 8.7
MPEG 20538 F 36.1 20.6 183 13.7 129 35 28 33 51 46 2 223 9.7 73 283 113 8.5
MPEG20539 F 33.8 186 182 131 12 29 36 29 45 45 19 215 10 69 278 105 7.9
MPEG 20529 F 395 21.8 20.7 146 145 39 38 35 55 47 22 239 11 76 31 119 88
MPEG 20527 M 381 214 192 144 131 37 33 33 56 44 22 231 107 8 29.7 11.5 83
MPEG 20525 F 364 18.2 183 142 127 3.7 34 29 48 44 19 226 99 74 295 119 8.3
MPEG 20540 F 40.8 229 212 162 152 46 39 33 61 49 19 242 113 81 318 11.8 9

MPEG 20526 F 323 16.2 15.7 122 11.1 31 29 24 44 34 17 182 7.8 65 241 9 7.3
MPEG 20536 F 376 20.8 20.8 143 136 3.6 39 3 58 47 2 233 108 76 30 113 8.9
MPEG 20524 F 371 111 195 14 129 34 34 29 52 39 2 231 9.7 75 295 122 84
MPEG 20528 M 278 154 143 106 9.7 29 25 23 35 31 15 17 78 58 231 9 6.6
MPEG20533 M 258 146 13 102 96 28 24 21 34 34 16 161 6.8 57 212 84 6
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