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Uso da taxonomia integrativa para delimitacdo da espécie Adelophryne
pachydactyla (HOOGMOED et al., 1994) e consideracfes taxondomicas sobre o
género adelophryne (Anura: Eletherodactylidae).

RESUMO

O género Adelophryne é composto atualmente por nove espécies, dentre as
quais cinco ocorrem na Floresta Atlantica. As espécies do género compreendem
animais de pequeno porte e ageis que habitam a serapilheira. Estudos indicam que
estes animais possuem uma divergéncia genética acentuada, além da auséncia de
caracteres morfologicos que auxiliem sua identificacdo. Na Floresta Atlantica da
Bahia ha pelo menos quatro espécies putativas do género, porém, ndo ha dados
moleculares sobre estas espécies. A determinacdo dos nomes ainda é confusa, uma
vez que ha incerteza na atribuicho do nome Adelophryne pachydactyla a uma
linhagem especifica. Neste estudo, foram caracterizadas genética e
morfologicamente as quatro populacdes conhecidas para a Floresta Atlantica da
Bahia, além de buscar entender as relacbes entre estas e outras espécies do
género. Foi utilizada uma abordagem integrativa por meio de dados moleculares e
caracteres morfoldgicos. Foram encontrados altos valores de divergéncia genética
intra e interespecifica, corroborando os resultados das analises filogenéticas
(Maxima Parcimonia e Analise Bayesiana), além de uma caracteriza¢cdo morfoldgica
das espécies. Os resultados do presente estudo possibilitaram uma melhor
compreensao da relacdo entre as espécies que ocorrem na Floresta Atlantica,
contribuindo com o aumento da informacéo taxondmica do género e permitindo a

atribuicdo do nome A. pachydactyla a uma linhagem.

Palavras chaves: 16s; Espécie criptica; Floresta Atlantica.



Use of integrative taxonomy for delimitation of species Adelophryne
pachydactyla (HOOGMOED et al., 1994) and taxonomic considerations on the
genus Adelophryne (Anura: Eletherodactylidae).

ABSTRACT

The genus Adelophryne currently comprises nine species, among which five
occur in the Atlantic Forest. The species within this genus comprise small and agile
animals that inhabit the leaf litter. Studies indicate that these animals have a marked
genetic divergence and the absence of morphological characters that support their
identification. In the Atlantic Forest of Bahia there are at least four putative species of
the genus, however, there are no molecular data for these species. The
determination of the names is still confusing, since there is uncertainty in the
attribution of the name A. pachydactyla to a specific lineage. In this study the four
populations known for the Atlantic Forest of Bahia were characterized genetically and
morphologically, in addition to seeking to understand the relationships of these with
other species in the genus. An integrative approach was used combining molecular
and morphological data. High values of intra and interspecific genetic divergence
were found, corroborating the results from the phylogenetic analyses (Maximum
Parsimony and Bayesian Analysis), besides a morphological characterization of the
species. The results of the present study allowed a better understanding of the
relationship among the specimens that occur in the Atlantic Forest, contributing to the
increase on the taxonomic information on the genus and allowing the attribution of

the name A. pachydactyla to a lineage.

Key Words: 16s; Cryptic species; Atlantic Florest.
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1 INTRODUCAO GERAL

As florestas tropicais, incluindo a Floresta Atlantica, sdo ecossistemas ricos
em diversidade de espécies, cujas areas vém sofrendo degradacdo ao longo dos
anos (GENTRY, 2013). O bioma Floresta Atlantica encontra-se muito fragmentado,
tendo perdido aproximadamente 90% da sua extens&o original devido ao processo
histérico de ocupagao. Este bioma é considerado um “hotspot” e esta entre os 25
biomas com maior diversidade de espécies no mundo, inclusive abrigando diversas
espécies endémicas (MYERS et al., 2000; GALINDO-LEAL & CAMARA, 2003;
TABARELLI et al., 2005; LAURANCE, 2009; RIBEIRO et al., 2009).

A Floresta Atlantica da Bahia abriga altos niveis de diversidade e
endemismo. A porcao sul deste bioma é conhecida como “Hiléia Baiana”, dada sua
semelhanca com a Floreta Amazobnica tradicionalmente restrita as areas costeiras.
Em comparagédo com a regido Sudeste, a Floresta Atlantica do Nordeste apresenta
um grau de degradacdo ainda mais preocupante, estimando-se que restem apenas
0,3% da sua cobertura original, logo, sabe-se que altos niveis de fragmentacao
contribuem para a diminuicdo da diversidade em diferentes grupos animais, tais
como mamiferos, aves, répteis e anfibios (ANDRADE-LIMA,1966; THOMAS et al.,
1998).

Nos dultimos anos, muitos estudos tentam entender o surgimento da
biodiversidade neste bioma. A hipdétese de reflgio associado a expansdo e
contracdo de florestas e mudancas climaticas € a mais aceita (GRAZZIOTIN et al.,
2006; THOME et al.,, 2010). Muitos inventarios tentam estimar e quantificar a
diversidade da Floresta Atlantica, entretanto, inventarios inadequados podem nao
estabelecer a real diversidade do bioma, situacdo que pode ser associada a
deficiéncia de informacdes sobre grupos bioldgicos (BRUNES et al., 2014).

Uma abordagem integrativa pode ser uma solucdo para entender a
diversidade biolégica, embora poucos estudos utilizem-na. Por exemplo, trabalhos
com caracteres fenotipicos que ndo levam em consideracdo a plasticidade e/ou
morfologia conservada, muitas vezes apresentam resultados diferentes quando
comparados a estudos moleculares, e consequentemente um levantamento irreal
sobre a diversidade/riqueza biolégica. Cabe ressaltar que muitos pesquisadores

também relatam dificuldades na delimitacdo de espécies usando apenas caracteres
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morfolégicos (VIEITES et al., 2009; THOME et al., 2010; GEHARA et al., 2013;
VENCES et al., 2013).

A morfologia é uma ferramenta fundamental para a identificacéo, descricéo e
delimitacdo de espécies, visto que a maioria das descricbes fazem uso desta
metodologia. Entretanto, em alguns casos, um dos maiores desafios é a
identificacdo de caracteres morfolégicos que tenham informacédo suficiente para
delimitar corretamente espécies. Assim, a abordagem integrativa pode ser
considerada eficiente, identificando e solucionando até mesmo complexos de
espécies cripticas (PADIAL, et al., 2010. ( DUELLMAN, 1988; ZAMUDIO & SAVAGE,
2003; DAYRAT, 2005; LOUGHEED et al., 2006; SCHILCKS STEINER, et al., 2010).

BICKFORD et al. (2006) definiram espécies cripticas como duas ou mais
espécies morfologicamente indistintas classificadas como uma mesma espécie
nominal. Uma hipétese para as espécies cripticas € que os individuos podem estar
passando por um processo de especiacdo que ainda nédo foi refletido nas suas
caracteristicas morfolégicas. Em anfibios, varios grupos sado considerados
complexos de espécies cripticas, e 0 uso de estudos integrativos e moleculares tem
mostrado que a evolucdo morfologica deste grupo de animais pode ser considerada
criptica (e.g FOUQUET et al., 2007; ELMER & CANNATELLA, 2008; LOTTERS;
SCHMITZ, 2009).

Dentre as diferentes metodologias em estudos integrativos, sequéncias de
genes mitocondriais e nucleares sao amplamente utilizadas (AVISE et al., 1987,
RUBINOFF, 2006). As sequéncias de genes do DNAm tem possibilitado realizar
inferéncias filogenéticas com o uso do gene 16S em anuros (HEDGES et al., 1993;
GRAYBEAL, 1997; GOEBEL et al., 1999; AUSTIN et al., 2002). Estas sequéncias
possibilitam determinar parentesco, identificar unidades taxonémicas e conhecer o
histérico evolutivo e diversidade dos anuros Neotropicais. A regido Neotropical é
conhecida por possuir o maior numero de espécies de anuros no mundo e a perda
da diversidade bioldégica sem conhecimento da ciéncia tornou-se uma forma de
pressionar os biélogos a registrar/documentar a diversidade do grupo (FOUQUET et
al., 2007; BARNOSKY et al., 2011).

Entender a estrutura filogeografica e a historia evolutiva dos anuros da regiao
Neotropical € um trabalho arduo e a utlizacdo da taxonomia integrativa faz-se
necessaria, pois possibilita identificar diferencas entre individuos de uma populagéo

em uma biota regional, minimizando erros na intepretacdo da filogenia dos anuros
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(SITES & MARSHALL, 2003; FOUQUET et al., 2007). Além disso, possibilita a
construcdo de um conceito histérico sobre sua origem, mesmo em espécies com
distribuicdo geografica restrita, podendo revelar milhdes de anos de evolucdo
(PURVIS & HECTOR, 2000; FOUQUET et al., 2012).

Devido a dificuldade em entender a histdria evolutiva dos anfibios da regido
Neotropical, varios agrupamentos ndo sao resolvidos, como o grupo conhecido
como Terraranas — Anfibios que possuem desenvolvimento direto, eliminando a fase
larval — cujas revisdes recentes utilizando filogenia molecular tém mostrado
modificacdes em diferentes niveis em sua classificacdo (PADIAL et al.,, 2014). A
Familia Eleutherodactylidae é incluida como parte dos Terraranas e subdividida em
duas subfamilias, Eleutherodactylinae (LUTZ, 1954) com 202 espécies e
Phyzelaphryninae (HEDGES et al., 2008) com dez espécies (FROST et al., 2017).

A Subfamilia Phyzelaprhryninae é representada atualmente por dez espécies
em dois géneros: o monotipico Phyzelaphryne (HEYER, 1977) composto apenas por
Phyzelaphryne miriamae (HEYER, 1977) e o género Adelophryne HOOGMOED &
LESCURE (1984), com nove espécies. HOOGMOED & LESCURE (1984)
descreveram duas espécies (Adelophryne adiastola e Adelophryne gutturosa) no
norte da América do Sul. Posteriormente, HOOGMOED et al. (1994) descreveram
trés espécies, Adelophryne baturitensis e Adelophryne maranguapensis, espécies
que se encontram isoladas no estado do Ceard, e Adelophryne pachydactyla no sul
da Bahia; LOURENCO-DE-MORAES et al. (2012) descreveram outra espécie para o
sul da Bahia (Adelophryne mucronatus) e duas espécies para o sudeste do Brasil.
SANTANA et al. (2012) descreveram uma espécie (Adelophryne meridionalis) para o
estado de Minas Gerais e recentemente foi descrita por LOURENCO-DE-MORAES
et al. (2014) uma espécie para o Espirito Santo (Adelophryne glandulata). Das dez
espécies que constituem a subfamilia, nove ocorrem no Brasil.

O género Adelophryne tem distribuicdo descontinua no leste do Brasil, Guiana
e na Bacia do Alto Amazonas. Compreende animais de pequeno porte, ageis,
habitantes da serapilheira. Poucos estudos foram publicados sobre este género e
dentre as dificuldades para a realizacdo destes estudos, pode ser citada a auséncia
de caracteres morfologicos diagndésticos para a delimitacdo correta das espécies do
género (HEDGES et al., 2008; MACCULLOCH et al., 2008; SANTANA et al., 2012;
LOURENCO-DE-MORAES et al., 2012).
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A Floresta Atlantica do sul da Bahia abriga pelo menos trés linhagens
putativas do género: A. pachydactyla, A. mucronatus e Adelophryne sp. (FOUQUET
et al., 2012). Porém, ndo ha dados moleculares/taxondmicos provenientes dos
espécimes coletados na regido que possam ser confiavelmente atribuidos a A.
pachydactyla. Assim, atribuir com seguranca o nome das espécies da Floresta

Atlantica a alguma linhagem ainda € prematuro.
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2 JUSTIFICATIVA

O género Adelophryne possui atualmente nove espécies descritas, das quais
trés ocorrem no Sul da Bahia. A regido de Ilhéus € a localidade-tipo da espécie
Adelophryne pachydactyla, mas esta populacdo é praticamente desconhecida sob
outros aspectos (e.g. comportamentais, histéricos, moleculares) sendo conhecidos
apenas os dados contidos na sua descricédo original, feita com base em apenas um
individuo.

Dentre as trés espécies que ocorrem na regiao, duas foram descritas e uma
esta em processo de descricdo por LOURENCO-DE-MORAES et al. (dados nao
publicados), cujas descricdes sdo baseadas em caracteres morfoldégicos até o
momento.

Assim, é necessaria uma revisdo taxonémica dos individuos encontrados na
regido, utilizando taxonomia integrativa, a fim de atribuir com confianca o nome
especifico A. pachydactyla a uma linhagem e permitir o avanco do conhecimento

taxondémico do grupo com a descricdo (ou sinonimia) de outras espécies.
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3 OBJETIVO GERAL

Delimitacdo fenotipica e molecular das espécies do género Adelophryne na
regido sul da Bahia e através dos dados integrados atribuir com seguranca o home

A. pachydactyla a uma linhagem.

3.1 Objetivos especificos

- Delimitar as distancias genéticas inter e intraespecificas das espécies de
Adelophryne da Bahia em relacédo as demais do género;

- Levantar e analisar caracteristicas morfolégicas externas que auxiliem a
identificacdo de espécies;

- Determinar as relacdes filogenéticas entre as espécies;

- Integrar caracteres morfolégicos e moleculares a filogenia;

- Atribuir o nome A. pachydactyla a uma linhagem.
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4  INTRODUCAO ESPECIFICA

O género Adelophryne pertence a Familia Eleutherodactylidae, a qual
atualmente é dividida em duas subfamilias, Eleutherodactylinae (LUTZ, 1954) com
202 espécies e Phyzelaphryninae (HEDGES et al., 2008) com 10 espécies (FROST
et al., 2017). As espécies do género sdo conhecidas por serem animais de pequeno
porte (< 19mm) e bastante ageis que habitam a serapilheira. Sua distribuicdo é
descontinua no leste do Brasil (Floresta Atlantica), onde esses animais possuem
também uma morfologia conservada que dificulta sua separacdo em nivel de
espécie. Tal problema é apontado em varios estudos, o que demostra que as
espécies sao de dificil delimitacdo (HEDGES et al., 2008, SANTANA et al., 2012).

A delimitacdo/identificacdo correta de espécies tem um papel fundamental na
taxonomia, entretanto, existem dificuldades na separacdo em nivel de espécie,
principalmente devido a falta de caracteres informativos. Para minimizar o problema,
0 uso da taxonomia integrativa foi proposta como uma abordagem eficiente, na qual
diferentes metodologias aumentam a gama de informac8es para determinado grupo,
0 que muitas vezes ndo é alcancado por uma abordagem U(nica. Varios sdo os
pardmetros que podem ser utilizados na taxonomia integrativa, como caracteres
fenotipicos e dados moleculares, os quais quando associados, permitem uma
melhor identificacdo em nivel de espécie (DAYRAT, 2005; FOUQUET et. al., 2012).

Os marcadores moleculares utilizados sdo em grande parte genes do DNA
Mitocondrial (DNAm), pois a evolucdo destes genes ocorre em uma taxa
suficientemente alta para gerar variagdo, e, como resultado, pode resolver
problemas sobre a inferéncia filogenética em anuros, permitindo caracterizar
espécies putativas com pequenas Vvariacbes, espécies novas ou identificar
complexos de espécies cripticas (BROWN et al.,, 1979; HEDGE et al.,, 1993;
GRAYBEAL, 1997; AUSTIN et al., 2002; GOEBEL et al., 1999; SITE & MARSHALL,
2003; FOUQUET et al., 2007).

Nos ultimos anos, estudos filogenéticos em anfibios usando dados
moleculares tém resultado em mudancas taxondmicas em diferentes niveis (DARST
E CANNATELLA 2004; FROST et al., 2006; GUAYASAMIN et al., 2008). No caso do
género Adelophyne, algumas espécies foram descritas recentemente com base nas
caracteristicas morfolégicas: A. patamona, A. gutturosa e A. meridionalis
(MACCULLOCH, et al., 2008; HOOGMOED et al., 1984; SANTANA et al., 2012),
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porém, todos os estudos ressaltam a dificuldade em a) encontrar caracteres
morfolégicos que distinguam as espécies e b) delimitar as espécies do género, dada
sua descricdo simples. Entretanto, o estudo de FOUQUET et al. (2012) demonstra
gue ha grande diversidade genética dentro do género, embora uma correspondéncia
entre os dados moleculares e caracteres morfolégicos ainda nao tenha sido feita, o
que é ressaltado pelos autores como uma das solugbes para encontrar
caracteristicas que identifiquem as espécies do género. Este € um problema
encontrado em varios taxons zoologicos.

Neste sentido, uma abordagem integrativa (DAYRAT, 2005) foi proposta
como eficiente para delimitacdo de espécies. Como poucos dados da espécie A.
pachydactyla sdo conhecidos (basicamente aqueles contidos na descri¢cao original),
€ pertinente que estes sejam disponibilizados para a ciéncia a fim de prover
evidéncia adicional das distingbes especificas nas linhagens dentro do género.
Assim o objetivo deste estudo € uma caracterizacdo molecular e fenotipica das
espécies do género Adelophryne da Floresta Atlantica da Bahia para atribuir com
seguranca o nome A. pachydactyla a uma linhagem.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Areade estudo

As coletas foram realizadas em seis localidades na regido sul do Estado da
Bahia (Fig. 1) que foram definidas de acordo com levantamento prévio de areas com
ocorréncia de espécies do género Adelophryne, e de acordo com a descricao
original das espécies. Além disso, foram utilizados individuos depositados na
colecédo herpetoldgica do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa
Cruz - UESC (MZUESC).

Foram realizadas 17 idas a campo entre os meses de novembro e
dezembro/2015 na Reserva Ecoldgica da Michelin e entre os meses de junho e
agosto/2016, na regido de Urugcuca onde € localizada a Fazenda Luzitania,
localidade-tipo da espécie Adelophryne pachydactyla.

A busca ativa foi a principal metodologia utilizada para captura dos individuos,
e consiste em realizar uma busca a pé removendo o substrato (serapilheira) a fim de
realizar o encontro visual. Os individuos coletados foram encaminhados para o

laboratorio de vertebrados onde foram retirados os tecidos e separados em

morfotipos.
Figura 1 - Mapa das localidades onde foram realizadas as coletas das espécies do género

Adelophryne.
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6 MORFOLOGIA

Foram selecionados quatro caracteres da morfologia externa dos individuos
para identificacdo e separacdo em morfotipos. Os caracteres foram escolhidos de
acordo com a literatura sobre o género e descricoes de espécies. As caracteristicas
foram comparadas entre os 132 individuos coletados nas seis localidades. Os

caracteres utilizados no presente estudo foram:

1. Comprimento do IV dedo das maos (Individuos possivelmente com
duas ou trés falanges);

2. Extremidades dos dedos (assimétricas ou pontiagudas);

3. Membrana timpéanica (presente ou ausente);

4. Anel timpanico (completo ou incompleto):

Para o carater “comprimento dos dedos”, a separacao foi feita de acordo com
a diferenca de tamanho do IV dedo das maos em comparacéo ao Il dedo das maos
(e.g. Dedo IV mais curto que o dedo Il, possivelmente duas falanges).

ApOGs a separacdo dos morfotipos, foram selecionados 22 individuos para a
analise molecular. Além disso, os individuos foram fotografados em decubito dorsal,

ventral e lateral para registro das caracteristicas.
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7 DADOS MOLECULARES

7.1 Extracdo do DNA

Apos a identificacdo dos diferentes morfotipos dos espécimes, foi removida
uma amostra da musculatura da coxa. Para cada exemplar, foi extraida uma
pequena porcdo do musculo (aproximadamente 100mg). O DNA foi extraido
utiizando o kit de extracdo DNeasy (Qiagen, Valencia, CA, EUA), seguindo o
protocolo do fabricante. O DNA obtido foi armazenado a -20°C. Foi realizada a
extracdo de DNA de pelo menos um morfotipo por localidade totalizando 22
individuos (Tabela 1).

7.2 Amplificacdo do gene via PCR

Para o presente trabalho foi escolhido o gene mitocondrial 16S, muito
utilizado na literatura para estudo do género Adelophryne (e.g HEDGES et al., 2008;
FOUQUET et al, 2012). Os “primers” utilizados foram 16Sbr-H sequéncia
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT (PALUMBI et al., 1991) e o 16S 16SC-16L
GTRGGCCTAAAAGCAGCCAC (DARST & CANNATELLA, 2004) na concentracao
de 20ng/uL. A amplificacao do fragmento de DNA foi feita através da técnica da PCR
(“Polymerase Chain Reaction”), utilizando dois termocicladores modelo Mastercycler
da EppendorfR e Veriti 96 Well ThermalCycler da Applied Biosystems com a
seguinte configuracdo: 5 minutos para a desnaturacéo inicial a 94°C, seguido por 40
ciclos de 30 segundos para desnaturacdo a 94°C; 30 segundos para anelamento a
58°C e 90 segundos para extensdo a 72°C. Ao final foi realizada uma etapa para
extensdo por 7 minutos a 72°C.

Para as reacdes de PCR foram utilizados agua MiliQ ultrapura, tampao 5X Go
Taq Flexi Buffer (Promega), dNTP (Promega), MgCL2 25mM (Promega), Go Taq
DNA Polimerase 5U/ yL (Promega) e os “primers” na concentragdo de 20ng/ L, em
cada reacao foi utilizado 3 pyL de DNA totalizando 25 uL para cada reacéao de PCR.
Além de incluir a cada ciclo da PCR uma reacdo de controle negativo para verificar
possiveis ocorréncias de contaminacao.

Apés o processo da PCR, foi feita a verificacdo dos fragmentos de DNA
amplificados atraves de eletroforese em gel de agarose a 1%. Para a visualizacao

das bandas, foi aplicada no gel uma solugdo composta por 2 uL da reacédo da PCR,
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2 pL de tampéao de carreamento 5x Green Go taq flexiBuffer (Promega) e 2 uL do
corante de DNA gel green (Biotium). Os géis foram colocados em transiluminador
com luz UV (-300nm) (Nippon Genetics Europe) e analisados. Os produtos da PCR
que apresentaram bandas de DNA em boa qualidade foram purificados e enviados

para sequenciamento.

7.3 Purificagéo dos produtos de PCR

A purificacdo dos fragmentos amplificados foi feita através do tratamento com
enzimas exonuclease | de Escherichia coli (EXOI) e fosfatase alcalina de camaré&o
(SAP). Para a purificagédo, foram utilizados 2,7 pL da mistura enzimatica - 0,9 uL de
EXOI, e 1,8 yL de SAP - preparada minutos antes da purificacdo e 15,0 yuL do
produto de PCR. Os tubos contendo as reagdes foram levados ao termociclador e
incubados a 37 °C por 30 minutos e em seguida a 80°C por 15 minutos. Os produtos
de PCR purificados foram estocados a -20°C. Apés cada purificacdo, foram corridos
geéis de agarose 1% contendo 2 uL da purificagdo, 2 pL de tampao de carreamento
5x Green Go taq flexiBuffer (Promega) e 2 pL do corante de DNA gel Green
(Biotium), para verificar a eficiéncia da reacéo de purificacéo.

As amostras foram enviadas para sequenciamento no Centro de Recurso
Biologicos e Biologia Genbmica (CREBIO) na Universidade Estadual Paulista —
UNESP — Campus Jaboticabal. Para a identificacdo das amostras apresentadas nas
arvores filogenéticas foram usadas as nomenclaturas: Amostras obtidas do
GenBank: GB_Nome da Espécie_Numero do  Voucher (G. B.
A.Pachydactyla_Voucher), as demais amostras foram separadas de acordo com o
namero de coleta dos individuos e sua localidade (e.g. Ind_X_Localidade).

As sequéncias obtidas neste estudo foram comparadas com sequéncias
disponiveis no GenBank ® através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool - ALTSCHUL et al., 1997) para confirmacao da identidade taxonémica.
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8 RECONSTRUCAO FILOGENETICA

8.1 Alinhamento e edicdo das sequéncias

As sequéncias obtidas de cada individuo foram editadas e analisadas
utilizando o programa Bioedit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), verséo
7.0.9.0. As sequéncias forward e reverse foram unidas em uma Unica sequéncia
consenso e exportadas posteriormente em arquivo de texto no formado FASTA.

As sequéncias foram alinhadas, juntamente com o grupo externo no software
MEGA 7.0 (TAMURA et al, 2013) utlizando o algoritmo CLUSTALW com
configuragbes default, além de eventuais corre¢cbes manuais. Nesse mesmo
software, foram realizadas andlises preliminares em busca por sequéncias
contaminadas e outros eventuais problemas. As matrizes foram entdo convertidas
em formato TNT e FASTA com auxilio do software MESQUITE 2.75 (MADDISON &
MADDISON, 2010).

8.2 Maxima Parcimoénia

As analises de Maxima Parcimbnia foram realizadas no software TNT 1.1
(GOLOBOFF et al., 2000), a partir da matriz do gene 16S. A obtencdo da arvore
mais parcimoniosa foi feita utilizando a opcado “New Technology Search” e nivel
inicial de 100. Posteriormente foi gerado um consenso estrito entre as arvores, ou
seja, um conjugado das arvores mais parcimoniosas. Apos a analise da arvore de
consenso (conjugado das arvores mais parcimoniosas, apresentada no Apéndice 1)
as arvores foram salvas para entdo serem reamostradas (resampling) usando
Jackknife (FARRIS et al., 1996), que € um algoritmo de remocéao independente de
caracteres, com o valor padrdo (36), replicando a busca em 1000 arvores. Para
determinar o suporte das arvores foi feita a analise em Jackknife utilizando os

mesmos parametros da opg¢ao “New Technology Search”.

8.3 Anaélise Bayesiana

Para selecionar o melhor modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos, as
analises foram conduzidas utilizando o JModelTest 2.17 (GUINDON & GASCUEL,
2003; POSADA, 2008), configuracdes default, o modelo selecionado para o gene
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16S foi o Tamura 2 parametros + | + gamma (TIM2+1+G), o modelo evolutivo
resultante foi empregado para realizar a analise Bayesiana com o0 programa
MrBayes 3.2 (RONQUIST et al., 2012) usando a cadeia de Marcov Monte Carlo
(MCMC) com quatro cadeias simultaneas para 10 milhdes de geracdes, e salvas a
cada 1.000 geracdes. O burn-in foi realizado a cada 250 geracfes e o suporte dos

ramos foram estimados através de probabilidade posterior.

8.4 GenBank

O grupo externo escolhido foi o género Phyzelaphryne e foram usadas trés
sequéncias obtidas no GenBank: Phyzelaphryne miriamae Voucher MTR12700,
Phyzelaprhyne splA Voucher MTR192 e Phyzelaprhryne sp1B Voucher AndesA. As
sequéncias do género Adelophryne depositadas no GenBank que utilizaram o gene

16s em seus estudos também foram incluidas nas analises (Tabela 1).

Tabela 1 — Informacgdes sobre as amostras obtidas do GenBank incluindo o voucher, localidade, estado ou pais,
usadas nas andlises filogenéticas.

Género Espécie Voucher Localidade Pais / Estado
Phyzelaphryne sp. 1b AndesA Seda Zafire Colémbia
Phyzelaphryne sp.1a MTR19206 Terra Vermelha Amazonas
Phyzelaphryne miriamae MTRA12700 Purus Amazonas
Adelophryne adiastola AJC2463 Com. Puerto Vaupes Colémbia
Adelophryne gutturosa PK1168 Muri Muri creek Guiana
Adelophryne gutturosa ROM44051 Meamu River Guiana
Adelophryne patamona ROM43034 Mount Wokomung Guiana
Adelophryne patamona ROM43035 Mount Wokomung Guiana
Adelophryne sp. 7 MTR13808 Serra do Navio Amapé
Adelophryne maranguapensis CFBHT14103 Maranguape Ceara
Adelophryne maranguapensis CFBT14119 Maranguape Ceara
Adelophryne baturitensis CFBHT11105 Ceara
Adelophryne baturitensis CFBHT11339 Ubajara Ceara
Adelophryne sp. 2 PEUSO Wenceslau Guimardes Bahia
Adelophryne sp. 1 CFBHT11716 Caruaru Pernambuco
Adelophryne sp. 5 MTR17521 Marliéria Minas Gerais
Adelophryne sp. 5 CFBHE234 Mariana Minas Gerais
Adelophryne sp. 5 CFBHE235 Mariana Minas Gerais
Adelophryne sp. 4 MTR13750 Trancoso Bahia
Adelophryne sp. 6 MTR15919 Camacan Bahia
Adelophryne sp. 6 CFBH23672 Una Bahia
Adelophryne pachydactyla MTR5988 Jussari Bahia

Adelophryne pachydactyla MTR16244 Arataca Bahia
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8.5 Distancia Genética

A distancia genética foi determinada a partir dos resultados obtidos nas
andlises filogenéticas para cada clado, no qual a separacdo das espécies foi feita
seguindo o percentual de distancia genética sugerido por VENCES et al. (2005) para

0 gene 16S em anfibios e calculada usando o software Mega 7.0.
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9 RESULTADOS

9.1 Coleta do material biolégico

Foram coletados 132 individuos do género Adelophryne distribuidos nas seis
localidades do sul da Bahia e incluindo as amostras doadas, totalizando 106

amostras de tecidos do género (Tabela 2).

Tabela 2- Detalhes das localidades das espécies, nimero de individuos e amostras de tecidos.

Localidade Numero de Amostras de Tecido
Individuos

Fazenda Reunida Vale do 4 4
Juliana
Fazenda Proviséo - Ilhéus 1 1
Reserva Michelin — 24 24
Urucguca
Serra Azul - Itarantim 63 37
Serra do Mandim — 24 24
Itarantim
RPPN Nova Angélica — Una 16 16
Total 132 106

Nas coletas realizadas na localidade-tipo da espécie A. pachydactyla, ndo
foram encontrados individuos do género. A identificacdo e comparacdo dos
individuos candidatos de A. pachydactyla foi feita utilizando fotografias do holétipo
da espécie enviada pelo Museu de Zoologia Emilio Goeldi (MPEG), além de ser
amostrado um individuo na Fazenda Provisédo, Ilhéus — BA, localidade que fica
aproximadamente a 30 km a leste da localidade-tipo, e 18 individuos na Reserva
Particular do Patriménio Natural Nova Angélica, que fica localizada a
aproximadamente 50 Km a sudeste da localidade-tipo da espécie.
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10 CARACTERES MORFOLOGICOS

Os individuos foram separados previamente em quatro morfotipos diferentes
de acordo com os caracteres morfolégicos. Dentre os 132 individuos coletados, 22
foram selecionados para as analises molecular e também para testar a
confiabilidade dos caracteres morfologicos para o género. Embora tenha sido
detectado um pequeno numero de diferencas morfoldgicas, elas foram bastante
representativas em alguns casos.

Espécimes sp_1 - Os espécimes sp_1 apresentam o dedo IV das méaos
menores que o dedo Il, possivelmente esses individuos possuem duas falanges no
dedo IV, além de possuirem membranas e anéis timpanicos completos;

Espécimes sp_2 - Os sp_2 possuem duas falanges, ou seja, o IV dedo das
maos menor que o dedo Il, auséncia de membrana timpanica e anel timpanico.

Espécimes sp_3 e sp_4 — Estes individuos ndo apresentam caracteristicas
morfologicas que os diferenciem, entretanto, ambos foram separados de acordo com
sua localidade e com base nos resultados apresentados nas analises filogenéticas
(Figs. 2 e 3). Tabela 3 apresenta aos individuos utilizados de acordo com seu

morfotipo e localidade.

Tabela 3- Listas dos espécimes utilizados para analise filogenética, com separacgdo por morfotipo e localidade.

Morfotipo Colecdo N° Testemunho Gene Municipio Estado Pais
Tombo
spl_Una MZUESC - IND_17 16 S Una BA BR
sp3_Michelin MZUESC - IND_09 16 S Igrapiuna BA BR
sp3_Una MZUESC - IND_43 16S Una BA BR
spl Michelin MZUESC - IND 31 16 S Igrapiuna BA BR
spl Juliana MZUESC - IND_08 16 S Ituberaba BA BR
sp2_Michelin  MZUESC - IND 22 16 S Igrapiuna BA BR
sp3_Michelin  MZUESC - IND_36 16 S Igrapiuna BA BR
sp2_Juliana MZUESC - IND_06 16 S ltuberaba BA BR
sp2_Juliana MZUESC - IND_07 16 S  Ituberaba BA BR
sp2_Michelin  MZUESC - IND_24 16 S Igrapiuna BA BR
sp2_Michelin MZUESC - IND_23 16 S Igrapiuna BA BR
sp3_Una MZUESC - IND_42 16 S Una BA BR
sp2_Michelin  MZUESC - IND_14 16 S Igrapiuna BA BR
sp3_Una MZUESC - IND_52 16 S Una BA BR
sp3_Una MZUESC - IND_47 16S Una BA BR
spl_Mandim  MZUESC 15094 IND_293 16 S Itarantim BA BR
sp4_Mandim  MZUESC 15862 IND_503 16 S Itarantim BA BR
sp3_Mandim  MZUESC 15092 IND_291 16 S Itarantim BA BR
sp4_Azul MZUESC 15480 IND_337 16 S lItarantim BA BR
sp4_Azul MZUESC 15661 IND_422 16 S Itarantim BA BR
sp3_Una MZUESC IND_50 16S Una BA BR

sp4_llhéus MZUESC 14456 IND 137 16 S lIhéus BA BR
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Figura 2 - Vista dorsal e ventral dos espécimes. A imagem A, apresenta o hol6tipo da espécie Adelophryne
pachydactyla, as demais representam as espécies candidatas do género B-sp_1; C-sp _2; D - sp_3; C-sp_4.
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Figura 3 - Detalhe para as caracteristicas morfologicas usadas para determinacéo das espécies candidatas,
Membrana Timpanica e Dedos das Maos: A. Holétipo de - Adelophryne pachydactyla, demais espécies
candidatas. B.-sp_1;C.-sp_2;D.-sp_3;C.-sp_4.
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11 ANALISE FILOGENETICA

Dos 22 espécimes sequenciados, foram eliminadas duas sequéncias
completas (forward + reverse) referentes aos individuos sp_2 (IND_23 e IND_24),
devido a baixa qualidade das mesmas. Para o espécime IND_22 sp2_ Michelin foi
utilizado somente o0 sequenciamento  “reverse” e nos  espécimes,
IND_137_sp4_llhéus e IND_503 sp4_Mandin foram utilizados somente o "forward",
devido a baixa qualidade no sequenciamento complementar destes espécimes. A
Tabela 1 apresenta todos os individuos enviados para o sequenciamento. Foi
construida uma matriz conjunta, entre os espécimes da Floreta Atlantica da Bahia e
das sequéncias obtidas no GenBank para entdo serem conduzidas duas andlises

filogenéticas, Maxima Parciménia (MP) e Analise Bayesiana (BY).

11.1 Maxima Parcimonia

A Anadlise de Maxima Parciménia (MP) foi realizada usando o método de
busca “New technology Search”, obtendo o melhor score de 1185, com retencéo de
duas arvores mais parcimoniosas. Posteriormente foi gerado um consenso estrito,
seguido de reamostragem (resampling) com suportes de Jackknife, resultando em
uma Unica arvore mais parcimoniosa.

A arvore de consenso estrito gerada através do método de MP esta
apresentada na Figura 4. Nesta analise foram recuperadas dois grandes clados que
apresentam separacdo de acordo com a distribuicdo geografica das espécies,
denominados o clado Amazonico (AM) que corresponde as espécies A. adiastola, A.
patamona e Adelophryne sp_7 V_MTRR13808 (sp_SNV) todas sequéncias obtidas
do GenBank, e o clado para a Floresta Atlantica com altos valores de suporte em
seus ramos, denominados Clado | Jackknife = 97 e Clado Il Jackknife = 99.

O clado Il foi dividido em quatro grupos com bom suporte de Jackknife:
sp_BAT (=100), sp_MAR (=100), sp_1 (=100) e sp_2 (=100). O clado sp_BAT,
compreendeu somente a espécie A. baturiteenses e o clado sp_ MAR a espécie A.
maranguapensis, ambas correspondem as popula¢cdes do estado do Ceara. Para a
Floresta Atlantica da Bahia, foram recuperados dois grupos, o clado denominado

sp_1 que foi composto somente por individuos da espécie sp_1, além de agrupar um
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exemplar obtido no GenBank (Adelophryne sp_V. PEU80) cujos exemplares foram
coletados nas regifes de Una, Igrapiina, Wenceslau Guimaraes e Serra do Mandin.
O clado sp_2 agrupou individuos da espécie sp_2 com 0s exemplares restritos a
regido de Igrapiuna. O terminal sp_ CAR (sp_1 V_CFHT11716) apresentou um baixo
valor de suporte (=8), e foi recuperado como grupo irméo do clado sp_2, além de
sua ocorréncia ser para a regiao Guaibim-PE.

O clado Il apresentou trés grupos com bom suporte por jackknife: sp_ MG
(=98), sp_3 (=100) e sp_4 (=100). O clado sp_MG agrupou somente individuos
coletados no estado de Minas Gerais, cujas sequéncias foram obtidas do GenBank.
O clado sp_3 agrupou os individuos denominados Adelophryne sp 3 além de
recuperar dois exemplares cujas sequéncias foram obtidas do GenBank
(Adelophryne sp_6 Voucher: MTR15919 e CFBH23672) os exemplares deste clado
foram coletados na regido de Igrapitna, Una e Camacan.

O clado sp_4 agrupou os individuos denominados Adelophryne sp_4, além de
incluir neste grupo os individuos identificados como A. pachydactyla (Voucher:
MTR15919 e MTR16244) a qual correspondem os exemplares coletados nas
regibes de Serra Azul, Serra do Mandin, llhéus, Arataca e Jussari. O terminal
sp_TRC (sp_4_V_MTR13750) possui baixo suporte nas analises filogenéticas (=16),
recuperado como grupo irmdo do clado sp_4 e os individuos foram coletados na

regido de Trancoso.



Figura 4 - Reconstrucgao filogenética baseada na andlise de Maxima parcimdnia com valores de suporte
“Jackknife” sdo indicados junto aos nos.
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11.2 ANALISE BAYESIANA

A arvore gerada utilizando o meétodo de andlise Bayesiana (BY) esta
apresentada na Figura 5 e os valores de probabilidade posterior estédo apresentados
nos nés. A arvore Bayesiana apresentou topologia similar a &rvore gerada pela
analise de MP. Dois grandes clados foram recuperados, AM, para a floresta
Amazobnia e dois Clados para a Floresta Atlantica (Clado | e Clado Il), o clado AM
recuperado como grupo irmao dos clados da Floresta Atlantica.

O clado | foi composto por quatro grupos com bom suporte. O grupo sp_MAR
apresentou o valor de probabilidade posterior igual a 1, composto somente por
amostras da espécie A. maranguapensis. O valor de probabilidade posterior do
grupo sp_BAT foi igual a 1, correspondendo a espécie A. baturitensis. Os grupos
sp_1 e sp_2 apresentaram o valor de probabilidade posterior igual a 1. O clado
sp_CAR apresentou um valor de probabilidade posterior baixo, igual a 0,56. Este
clado foi recuperado como grupo irméo de sp_2.

O clado Il apresentou trés grupos com bom suporte, o clado sp_MG como
grupo irmao de todos os clados do sul da Bahia com probabilidade posterior igual a
1. O clado sp_TRC néo apresentou um bom valor de probabilidade posterior (0,83),

entretanto foi recuperado como grupo irméo do clado sp_4 e sp_3.



Figura 5 - Reconstrucgao filogenética baseada na andlise Bayesiana com valores de probabilidade posterior

indicados junto aos nos.
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12 DISTANCIA GENETICA

As distancias genéticas sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — P-Distancia interespecifica entre as populagées do Género Adelophryne.

outgroup

sp_ADI 0,203

sp_GUT 0,202 0,129

sp_PAT 0,212 0,133 0,116

sp_SNV 0,253 0,185 0,189 0,157

sp_BAT 0,236 0,209 0,221 0,185 0,221

sp_MAR 0,274 0,241 0,233 0,189 0,225 0,157
sp_CAR 0,252 0,209 0,217 0,189 0,217 0,137 0,145

sp_2 0,253 0,200 0,208 0,176 0,224 0,118 0,152 0,091

sp_1 0,240 0,214 0,198 0,190 0,248 0,165 0,198 0,163 0,136

sp_MG 0,275 0,206 0,205 0,173 0,177 0,238 0,209 0,181 0,208 0,237

sp_4 0,247 0,188 0,182 0,159 0,189 0,235 0,201 0,234 0,212 0,228 0,160

sp_TRC 0,254 0,205 0,185 0,173 0,165 0,205 0,225 0,185 0,174 0,202 0,146 0,139

sp_3 0,244 0,189 0,205 0,160 0,173 0,198 0,203 0,181 0,181 0,226 0,150 0,137 0,121

Os espécimes identificados como sp_1 possuem distancia interespecifica de
13,6% em comparacao aos espécimes sp_2. A presenca da membrana timpanica é
uma diagnose para os individuos sp_1 e o IV dedo da m&o com duas falanges é
uma caracteristica compartilhada entre os dois espécimes (Fig. 3). A distribuicao
geografica dos espécimes sp_1 € ampla, ocorrendo nas regides de Una, Wenceslau
Guimardaes, serra do Mandin e Igrapiuna (Reserva Michelin e RPPN Nova Angélica)
onde ocorre em simpatria com 0s espécimes sp_2, 0s quais sao restritos a regiao de
Igrapitna.

Os espécimes sp_3 e sp_4 possuem uma distancia interespecifica de 15%,
podendo ser considerados linhagens distintas, entretanto ndo existe diferenciacao
morfoldgica, dificultando a separacao baseada somente em caracteres morfologicos.
Porém, h&d uma distancia geogréfica acentuada entre eles, 0s espécimes
identificados como sp_3 ocorrem na regido de Igrapiina, Una, Serra Bonita, além
das analises recuperaram dois individuos do GenBank (sp_6_CFBH23672 de Una e
sp.6_MTR15919 de Camacan). Os espécimes sp_4 ocorrem na regiao de Itamaratin
e llhéus, além das andlises terem recuperado dois individuos do GenBank
identificados como Adelophryne pachydactyla (Voucher: MRT5988 da Serra das
lontras e MTR 16244, Serra do Teimoso) que ocorrem em Arataca e Jussari

respectivamente, uma regido geografica diferente daquela dos espécimes sp_3.
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13 Adelophryne pachydactyla

Duas sequéncias obtidas no GenBank sao identificadas como A. pachydactyla
(Voucher: MRT5988 da Serra das lontras e MTR 16244, Serra do Teimoso, ambas
no estado da Bahia). Entretanto, os resultados apresentados no presente estudo nao
sustentam a identificacdo dos espécimes como A. pachydactyla, pois estes
espécimes foram recuperados nas analises (MP e BY) no Clado dos individuos
identificados como sp_4 que ndo possuem caracteristicas morfologicas
compartiihadas com a espécie A. pachydactyla de acordo com sua descricao
original.

Os espécimes sp_4 possuem como caracteristica trés falanges no quarto
dedo, e sua distribuicdo geografica € ampla, ocorrendo nas regides de Una,
Wenceslau Guimaraes, Serra do Mandin e Igrapiina (Reserva Michelin e RPPN
Nova Angélica) o que difere da distribuicdo da espécie A. pachydactyla.

Os resultados apresentados no presente estudo mostram que 0s espécimes
sp_1 apresentam caracteristicas morfolégicas que 0s associam a espécie A.
pachydactyla, de acordo com a descri¢éo feita por HOOGMOED et al. (1994) que
sdo: comprimento rostro-clocal de 11,1mm; quarto dedo das maos reduzido — 2
falanges (Dedo da mao Il maior que o dedo IV); pontas dos dedos sem discos ou
com as pontas assimétricas e pontiagudas.

Além disso, nos resultados apresentados nas andlises filogenéticas (Fig. 4 e
5), os individuos Adelophryne sp_2 V_PEUBO0 de sequéncias obtidas do GenBank
foram agrupados com espécimes sp_1 com alto suporte (BY=99 MP=100). Assim,
de acordo com as caracteristicas apresentadas nas andlises filogenéticas (Figs. 4 e
5) e morfolégicas iguais aquelas relatadas na descricdo da espécie (Fig. 3),
consideramos aqui a linhagem denominada sp_1 como a espécie A. pachydactyla.
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14 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo utilizando dados moleculares integrados com
morfologia para caracterizar e delimitar espécies no género Adelophryne, além de
auxiliar a delimitacdo correta da espécie Adelopryne pachydactyla.As arvores
geradas em ambas analises filogenéticas (MP e BY) apresentaram topologia
semelhante com dois grandes grupos com bom suporte para a Floresta Atlantica. Os
caracteres morfologicos e dados moleculares indicam que h& pelo menos quatro
linhagens para a Floresta Atlantica da Bahia.

O presente estudo apresenta informacdes adicionais aquelas publicadas por
FOUQUET et al. (2012), principalmente pela integracdo de dados morfolégicos e
moleculares possibilitando uma melhor denominagdo das espécies para 0 género.
FOUQUET et al. (2012) separaram as espécies do género para Floresta Atlantica
entre Norte e Sul, o que néo foi recuperado na presente analise. Além disso, o0s
autores nao deixaram claro como cada linhagem foi identificada e a atribuicdo dos
nomes aos terminais, afirmando que a auséncia dos caracteres morfologicos
interferiu diretamente nos resultados apresentados, confirmando que a denominacao
de algumas linhagens foi prematura. Nossos resultados mostram que o uso dos
dados integrados aumentou a confiabilidade do parentesco entre as linhagens da
Floresta Atlantica, além de confirmar que as espécies da Floresta Amazbnica sédo
um grupo irméao da Floresta Atlantica conforme apresentado por FOUQUET et al.
(2012).

Nas analises de MP e BY, os espécimes identificados como sp_CAR (voucher
CFBH 11716 — Caruaru-PE) agruparam-se no clado I, entretanto esse agrupamento
nao possui um bom suporte, além de ser recuperado como grupo irmdo do clado
sp_2 (distancia genética 9,1%) resultado que pode ser considerado prematuro
devido a auséncia de alguns dados para os espécimes, assim para entender melhor
0s resultados aqui apresentados serdo necessarias novas analises (FOUQUET et al.
2012).

Os dois grupos da Floresta Atlantica da Bahia possuem suporte elevado nas
analises filogenéticas, mostrando que as diferencas morfoldgicas sdo baixas porém
bastante significativas na delimitacdo das espécies. Os espécimes sp_2 foram

identificados por ndo apresentarem membrana e anel timpanico, duas falanges, no
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IV dedo das méos (Fig. 3), caracteristica compartilhada com o clado sp_1 e ocorrem
na regido de Igrapiuna.

Os clados Il da Floresta Atlantica possuem poucas diferencas morfologicas,
entretanto, os dados moleculares apresentam alta diferenciacdo o que possibilita a
separacédo das linhagens. Os espécimes sp_MG e sp_TRC, cujas sequéncias foram
obtidas do GenBank, apresentaram distancia genética acima de 10%, o que indicaria
serem linhagens distintas com base nos resultados apresentados nas analises
filogenéticas (BY e MP). Entretanto, para delimitacdo destas linhagens sera
necessario um maior esforco amostral, pois ndo foi possivel a comparacdo destes
individuos morfologicamente.

Os espécimes sp 3 e sp_4 possuem poucas diferencas morfologicas,
entretanto devido a distancia genética de 15% apresentada e os resultados das
andlises filogenéticas poderiam ser considerados como linhagens distintas, uma vez
que o valor minimo de distancia genética para que sejam consideradas como
espécies distintas para anfibios em estudos com o gene 16s seria de 5% (VENCE et
al., 2005).

O clado sp_3, incluindo dois individuos do GenBank (sp_6_ CFBH23672 e
sp_6_MTR15919), pode ser considerado como da linhagem de A. mucronatus,
devido a algumas caracteristicas morfolégicas como: comprimento rostro-cloacal de
13 mm em média, timpano visivel, dedo | das méaos mais curto que o dedo I, e dedo
IV dedo com trés falanges de acordo com LOURENCO-DE-MORAES et al. (2012).

Os espécimes sp_3 ocorrem em sua maioria na regiao de Una que é a
localidade-tipo das espécies. O presente estudo indicou uma ampliagdo na
distribuicdo geogréafica desta linhagem que foi registrada na regido de Igrapiina
(Reserva Michelin) e Serra Azul. Uma caracteristica morfoloégica de A. mucronatus é
a presenga de um “flap” anal, com o material em maos ndo fomos capazes de
verificar tal caracteristica, situacdo que possivelmente ocorreu devido a retirada do
tecido (remocgé&o de uma das pernas) que pode ter danificado a estrutura.

O clado sp_4 agrupou dois individuos do GenBank identificados como A.
pachydactyla (Voucher: MRT5988 e MTR 16244) provenientes da Serra das Lontras
e Serra do Teimoso respectivamente, ambas no estado da Bahia (FOUQUET et al.,
2012). No entanto, os autores ndo deixam claro a metodologia empregada para
identificacdo de cada espécime a nivel especifico. No presente estudo néo

recuperamos os resultados apresentados por Fouquet et al. (2012). De acordo com
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as caracteristicas morfologicas e moleculares aqui levantadas, o clado sp_1 é a
linhagem que correspondente a espécie A. pachydactyla, além disso, a linhagem
sp_1 apresenta uma distancia genética significativa de 22,4% em comparacao a
espécie A. pachydactyla definida por FOUQUET et al. (2012).

As caracteristicas morfoldgicas dos espécimes sp_4 € possuirem trés
falanges no quarto dedo das méos, o que é diferente da descricdo da espécie, pois
de acordo HOOGMOED et al. (1994) individuos de A. pachydactyla possuem na
verdade duas falanges no quarto dedo das maos. Assim, dentro do limite utilizado
em 5% pela P-Distancia e as diferencas morfolégicas, atribuimos aqui que sdo duas
espécies diferentes daquelas determinadas por FOUQUET et al. (2012).

Encontrar caracteres diagnosticos para o género Adelophryne é a maior
dificuldade em estudos taxondémicos no grupo (e.g. MACCULLOCH et al., 2008;
HOOGMOED et al., 1984 e SANTANA et al., 2012) e o uso da taxonomia integrativa,
como proposto em diferentes trabalhos (e.g. DAYRAT, 2005; WILL et al., 2005;
PADIAL e DE LA RIVA, 2009, 2010), mostrou-se eficaz na separacdo e confirmacao
das espécies para o género, além de possibilitar a atribuicio com seguranca do

nome A. pachydactyla a uma linhagem.
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15 CONCLUSAO

Os resultados revelam a importancia de estudos integrativos para a correta
delimitacdo de espécies. Os dados moleculares obtidos através do sequenciamento
da regido 16S apresentam informacdes filogenéticas suficientes entender a filogenia
do género. Estes dados em conjunto com os registros na literatura (FOUQUET et al.,
2012) e caracteristicas morfologicas possibilitaram a delimitacdo de algumas
linhagens dentro do género Adelophryne.

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel a delimitacdo da
espécie A. pachydactyla ao clado sp_1 devido as caracteristicas apresentadas
estarem de acordo com a diagnose da espécie (HOOGMOED et al., 1994) além
deste novo registro expandir a sua distribuicdo geografica para as regides de Una,
Serra do Mandin e Igrapitna.

Estudos moleculares adicionais incluindo um nimero maior de individuos e de
genes analisados aliados a estudos morfolégicos, morfométricos e comportamentais
(e.g. canto) com uma abordagem integrativa serdo interessantes uma vez que o
namero de espécies, riqueza, e diversidade dentro do género ainda sao
subestimados.
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17 APENDICE 1 - Todas as arvores geradas na analise filogenética, pelo

programa TNT 1.1.

Figura 6 - Arvore mais parcimoniosa um.

1 3u} uo paseq

Y. phryne sp.1b GB V AndesAS71

r

| .
-

| .

y yne sp.1a GB V MTR19206
P.miriamae GB V MTR12700
A.adiastola GB V AJC2463
A.gutturosa GB V PK1168

A.gutturosa GB V ROM44051

A patamona GB V ROM43034

A patamona GB V ROM43035

Asp7 GBV MTR13808

A baturitensis GB V CFBHT11105

A baturitensis GB V CFBHT11339
A.maranguapensis GB V CFBHT 14107
A maranguapensis GB V CFBHT14112
A'sp 1V CFBHT11716CFBH24627

Ind 06 JULIANA

Ind 07 JULIANA

Ind 14 MICHELIN

Ind 22 MICHELIN R

Ind 17 sp1 UNA

Ind 293 MANDIN

Asp 2 GBV PEUSO

Ind 08 JULIANA

Ind 31 MICHELIN

Asp5GBV MTR17521

A'sp 5 GBV CFBHE234

Asp5GBV CFBHE235

Asp 4 GB V MTR13750

AT

A GB V MTR5988
A pachydactyla GB V MTR16244
Ind 137 ILHEUS F

Ind 291 MANDIN

Ind 503 MANDIN F

Ind 337 AZUL

Ind 422 AZUL

Ind 09 MICHELIN

Ind 36 MICHELIN

A.sp 6 GBV MTR15918

A.sp 6 GB V CFBH23672

Ind 52 UNA

Ind 50 UNA

Ind 43 UNA

Ind 42 UNA

Ind 47 UNA
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Figura 7 - Arvore mais parcimoniosa dois.
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Figura 8 — Consenso estrito entre as duas arvores mais parcimoniosas.
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