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RESUMO

A Mata Atlantica, uma formacéao florestal com alta diversidade e ameacada por acéo
antropica, € foco de interesse de varios estudos sobre diversificacdo de espécies.
Este estudo teve como objetivo principal entender a histéria evolutiva das espécies
de Thoropa grupo miliaris (Anura: Cycloramphidae), que inclui T. miliaris, T.
taophora, T. saxatilis e T. megatympanum. Utilizei sequéncias de DNA mitocondrial
dos fragmentos 16S, ND2 e COIl de individuos das quatro espécies (N = 487),
distribuidos em um total de 98 localidades. Realizei analises de agrupamento para
os trés fragmentos separados, e posteriormente realizei analises filogenéticas sob
Inferéncia Bayesiana, Maxima Verossimilhanca e Maxima Parcimbnia com o0s
fragmentos concatenados. Além disso, fiz redes de haplétipos com as sequéncias
de 16S, e calculei diversidades genéticas, além das divergéncias genéticas intra e
interclados. Por fim, estimei tempos de divergéncia por meio de analises
coalescentes (turca) € das divergéncias genéticas (da). Encontrei a diversidade
genética distribuida em oito clados distintos. Thoropa saxatilis e T. megatympanum
sdo grupos monofiléticos bem estruturados. A primeira localiza-se no nordeste do
Rio Grande do Sul e sudeste de Santa Catarina, e a segunda ocorre na Serra do
Espinhaco. Thoropa miliaris inclui cinco grupos parafiléticos em relagdo a T.
taophora, e ocorrem desde o sudeste da Bahia até o sudeste do Rio de Janeiro, e
sobrepbem-se no centro-sul do Espirito Santo e centro-norte do Rio de Janeiro.
Thoropa taophora inclui populacbes do extremo sudeste do estado do Rio de
Janeiro e do litoral do estado de Séao Paulo. Alguns clados de Thoropa miliaris sao
bem estruturados, e o0s outros formam, juntamente com T. taophora, um
agrupamento com pouca diversidade genética. Thoropa grupo miliaris
possivelmente comecou a diversificar no Mioceno (tempo de divergéncia 8,5 — 3,7
Ma) e 0s ancestrais comuns mais recentes datam de 12,6 — 0,7 Ma. As hipéteses de
barreiras geograficas e a hipGtese de eventos neotectdnicos sdo possiveis
explicagbes para a diversidade atual das linhagens do grupo. Esses resultados
mostram que a diversidade no grupo possui uma historia evolutiva complexa que

precisa ser mais investigada.

Palavras-chave: Anura, Brasil, Diversificacdo, DNA mitocondrial, Mata Atlantica



ABSTRACT

The Atlantic Forest, a forest formation with high diversity and threatened by human
action, is the subject of interest of many studies on species diversification. This study
is based on the evolutionary history of the Thoropa miliaris group (Anura:
Cycloramphidae), which includes T. miliaris, T. taophora, T. saxatilis and T.
megatympanum. | used sequences of mitochondrial DNA fragments of 16S, ND2
and COI from individuals of the four species (N = 487), distributed in 98 localities. |
performed cluster analysis for the three separated fragments, and after that,
phylogenetic analyzes with Bayesian Inference, Maximum Likelihood and Maximum
Parsimony with the concatenated fragments. In addition, | made haplotype networks
using the 16S fragment, and also calculated genetic diversity and genetic
divergences within and between clades. Finally, | estimated times of divergence
using coalescent analysis (turca) and genetic divergence (da). | found the genetic
diversity distributed in eight distinct clades. Thoropa saxatilis and T. megatympanum
are monophyletic and structured groups. The first located in northeastern Rio
Grande do Sul and southeast Santa Catarina and the second occurs at Serra do
Espinhaco. Thoropa miliaris includes five paraphyletic groups that occur from
southern Bahia to southern Rio de Janeiro, and these clades overlap in the center-
south of the Espirito Santo and north-central Rio de Janeiro. Thoropa taophora
includes populations from the extreme southeastern of the state of Rio de Janeiro,
and the coast of the S&o Paulo state. Some clades of Thoropa miliaris are
structured, and the others form, along with T. taophora, a group with low genetic
diversity. Thoropa miliaris group possibly began its diversification in the Miocene
(tempo de divergéncia: 8.5 to 3.7 My) and most recent common ancestors are from
12.6 to 0.7 My ago. Both hypothesis of geographical barriers and neotectonic events
are possible explanations for the current diversity of the group. These results show
that the diversity in the group holds a complex evolutionary history that needs more

investigation.

Keywords: Anurans, Atlantic Forest, Brazil, Diversification, Mitochondrial DNA
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INTRODUCAO

Filogeografia € um termo criado ha 25 anos por Avise et al. (1987) para definir uma
area das ciéncias naturais que trata das relacdes entre a genealogia e a distribuicdo geografica
das espécies biologicas. Anélises filogeograficas baseiam-se, geralmente, na caracterizacao
dos padr@es e processos envolvidos na formacéo das linhagens genéticas e suas distribui¢fes
no espaco e no tempo, delineando a historia evolutiva das espécies de interesse (Avise 2000).

Para estudar filogeografia, utiliza-se qualquer carater (morfoldgico, fisiologico,
comportamental e/ou molecular) dos organismos capaz de fornecer diagramas (e.g. arvores
filogenéticas, redes de hapldtipos) que facilitem a visualizacdo dos padrdes de
relacionamento entre esses organismos e também inferir e testar hipdteses sobre
diversificacdo das linhagens. Atualmente, a ferramenta mais usada nos estudos de
filogeografia sédo as sequéncias de DNA, que tém a vantagem de fornecer informacoes
robustas sobre a evolucdo das linhagens, j& que a diversidade morfologica néo
necessariamente acompanha a diversidade genética (Miyaki 2009). Conhecer a histéria
evolutiva das linhagens é importante para delimitar espécies (estudos de sistematica e
taxonomia), explicar e quantificar diversidade bioldgica, entender a histdria das paisagens e
biomas, e consequentemente importante para fundamentar projetos de conservacdo da
biodiversidade.

A regido Neotropical apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo, sendo a
Mata Atlantica um dos principais biomas da regido. Originalmente a Mata Atlantica ocupava
quase 150 milhdes de hectares (Ribeiro et al. 2009) do extremo nordeste litoral brasileiro até
Missiones na Argentina e leste do Paraguai (Galindo-Leal & Camara 2005). A Mata Atlantica
forma uma ilha de floresta pluvial, cercada pela diagonal seca (Caatinga + Cerrado +
Pantanal + Chaco) e o Oceano Atlantico (Ribeiro et al. 2009). Devido ao aumento das
pressdes antropicas iniciadas no século XVI, a area do bioma foi muito reduzida (Galindo-
Leal & Céamara 2005), restando cerca de 12% da cobertura original, distribuidos em
fragmentos florestais (Ribeiro et al. 2009). Por ser um bioma ameagado e possuir alta
diversidade biologica, a Mata Atlantica ¢ considerada um “hotspot” para a conservacdo da
biodiversidade mundial (ver Myers et al. 2000).

A diversificacdo das espécies nos neotropicos € comumente associada com eventos
tectdnicos e climaticos que ocorreram do final do Eoceno/inicio do Oligoceno até o periodo
Quaternario (Rull 2008). Existem mais de 50 estudos que focam na diversificacdo na Mata
Atlantica (Turchetto-Zolet et al. 2012), utilizando os mais variados grupos como modelo,



como eudicotiled6nias (e.g. Lorenz-Lemke et al. 2005; Ramos et al. 2009; Ribeiro et al.
2011), monocotiledbnias (e.g. Pinheiro et al. 2011), insetos (e.g. Brito et al. 2002; Moraes et
al. 2009), peixes (e.g. Torres & Ribeiro 2009), mamiferos (e.g. Costa 2003; Moraes-Barros et
al. 2006; Lara-Ruiz et al. 2009; Colombi et al. 2010; Martins et al. 2011), aves (e.g. Aleixo
2002; Cabanne et al. 2007; Cabanne et al. 2008; d’Horta et al. 2011), répteis (e.g. Puorto et
al. 2001; Wister et al. 2005; Pellegrino et al. 2005; Grazziotin et al. 2006), e anfibios (e.g.
Carnaval 2002; Carnaval & Bates 2007; Carnaval et al. 2009; Fitzpatrick et al. 2009; Brunes
et al. 2010; Thomé et al. 2010; Bell et al. 2012). Esses estudos associam a diversificacdo do
bioma a quatro teorias principais: teoria dos reflgios, teoria das barreiras geogréaficas, teoria
dos gradientes ecoldgicos e neotectonismo.

Uma das teorias mais discutidas é a teoria dos refligios proposta por Haffer (1969) e
Vanzolini & Williams (1970) para a Amazonia, e atualmente testada em varios estudos na
Mata Atlantica. Carnaval & Moritz (2008) fizeram modelagens climéticas para o final do
periodo Quaternario e testaram se 0s modelos correspondiam aos estudos palinolégicos
existentes para o bioma (e.g. Behling & Licht 1997; Ledru et al. 1998; Behling & Negrelle
2001) e aos padr@es de distribuicdo de espécies ja conhecidos para alguns animais e vegetais.
Os autores identificaram duas regides de estabilidade climéatica no bioma: uma grande area no
corredor central da Mata Atléantica, entre a margem sul do rio Doce e a margem sul do rio Sdo
Francisco, e outra menor ao norte do rio S&o Francisco (Carnaval & Mortiz 2008). Em um
estudo posterior, Carnaval et al. (2009) testaram essas hipoteses de refugio para trés espécies
de anfibios anuros e encontraram um terceiro suposto refagio no estado de Sdo Paulo.

Outra hipotese de diversificacdo é a de que barreiras geograficas (e.g. rios,
montanhas) teriam separado populacfes de espécies e induzido a diversificacdo genética e
consequente especiacdo. Isso foi sugerido, por exemplo, em um estudo com lagartos do
complexo de espécies de Gymnodactylus darwinii na Mata Atlantica (Pellegrino et al. 2005),
em que os autores indicam rios costeiros como possiveis barreiras ao fluxo génico entre as
populagdes.

Uma terceira hipétese é a teoria dos gradientes ecoldgicos, proposta inicialmente por
Smith et al. (1997; 2001) para ecotonos entre biomas africanos. De acordo com essa teoria,
diferentes pressdes seletivas em ambientes proximos estimulam a especiacdo em parapatria.
Na Mata Atlantica, é possivel ocorrer esse tipo de especiacao, visto que esse bioma possui
diversos tipos de vegetagcdo (e.g. formacgdes abertas, mistas, fechadas). Esta teoria foi
recentemente testada e corroborada por Cabanne et al. (2011) com aves da Mata Atlantica e
diagonal seca. A Ultima hipdtese de diversificacdo é de que a atividade geotectnica durante o



Quaternério (chamada de neotectonismo) possa ter criado barreiras ao fluxo génico, levando
a diversificacdo alopatrica de algumas espécies (Batalha-Filho et al. 2010; Brunes et al. 2010;
Thomé et al. 2010).

As quatro hipoteses tém sido comumente abordadas nos recentes estudos de
filogeografia na Mata Atlantica e, apesar de estarem crescendo em volume, ainda sao
escassas diante da diversidade do bioma (Batalha-Filho et al. 2012). Para anfibios, as
hipoteses mais aceitas de diversificagdo sdo a teoria dos refugios (Carnaval et al. 2009;
Fitzpatrick et al. 2009), a teoria de barreiras geograficas (Fitzpatrick et al. 2009; Brunes et al.
2010) e as atividades neotectonicas (Brunes et al. 2010; Thomé et al. 2010).

Devido a sua ampla distribuicdo na Mata Atlantica, o género Thoropa Cope, 1865
(Anura: Cycloramphidae) representa um modelo interessante para o estudo da diversificacdo
no bioma. O género contém seis espécies validas divididas em dois grupos: T. grupo
petropolitana, com as espécies T. petropolitana (Wandolleck 1907) e T. lutzi Cochran 1938;
e T. grupo miliaris, com T. saxatilis Cocroft & Heyer 1988, T. megatympanum Caramaschi &
Sazima 1984, T. miliaris (Spix 1824), e T. taophora (Miranda-Ribeiro 1923) (Feio 2002;
Frost 2013; Figura 1). Todas as espécies ocorrem principalmente na Mata Atlantica, e
também em ecotonos Cerrado-Mata Atlantica e em campos rupestres de Cerrado (Feio 2002).

As duas espécies de Thoropa grupo petropolitana ndo sao encontradas facilmente na
natureza. Thoropa petropolitana ocorre nas regides serranas dos estados do Rio de Janeiro,
mas ha mais de 30 anos nenhum exemplar é registrado (Feio 2002). Thoropa lutzi é
conhecida também para as serras dos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo e seu registro
também é raro (Feio 2002).

No entanto as espécies de Thoropa grupo miliaris sdo0 comumente encontradas.
Thoropa megatympanum ocorre na Cadeia do Espinhago, no estado de Minas Gerais e sul da
Bahia (Caramaschi & Sazima 1984; Feio 2002). Thoropa miliaris e T. taophora ocorrem na
Mata Atlantica do sudeste do pais, desde costdes rochosos no nivel do mar até 1500 m de
altitude. Thoropa miliaris apresenta distribuicdo mais ampla, ocorrendo nos estados do Rio
de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais e centro-sul da Bahia (Feio 2002), enquanto que T.
taophora apresenta distribuicdo restrita a Serra do Mar do estado de S&o Paulo (Feio 2002;
Feio et al. 2006). Thoropa saxatilis possui distribuicao restrita ao sul do Brasil, nas encostas
da Serra Geral, desde Santa Catarina até o Rio Grande do Sul (Cocroft & Heyer 1988, Feio
2002).



Figura 1: Espécies do género Thoropa. (A) T. lutzi; (B) T. petropolitana; (C) T. taophora;
(D) T. miliaris; (E) T. megatympanum; (F) T. saxatilis.

Quanto a sua biologia, as espécies de Thoropa sdo encontradas em formagdes
rochosas Umidas, cachoeiras e quedas d’agua, e sobre pedras em riachos de vazdo baixa
(Caramaschi & Sazima 1984; Cocroft & Heyer 1988; Feio 2002; Feio et al. 2006) (Figura 2).
As fémeas depositam os ovos nos filmes de agua sobre as rochas, onde os girinos exotréficos

eclodem e alimentam-se até a metamorfose (Barth 1956; Rocha et al. 2002; Feio 2002)



(Figura 2). Os machos adultos sdo territoriais e cuidam da desova (Feio 2002; Giaretta &
Facure 2004) (Figura 2). Abe & Bicudo (1991), mostraram que populagdes de T. taophora de
costdes rochosos apresentam maior tolerdncia a salinidade do que populagdes de interior de
mata. A alimentacdo do grupo foi estudada para T. miliaris (Siqueira et al. 2006) e T.
taophora (Sazima 1971; Brasileiro et al. 2010) e os autores encontraram diversos grupos de
invertebrados (inclusive invertebrados marinhos), sendo as formigas o item alimentar mais
abundante das espécies.

Thoropa miliaris e T. taophora foram estudadas por Fitzpatrick et al. (2009), quanto
as relacOes filogenéticas e distribuicdo da diversidade genética. Nesse estudo, T. taophora
mostrou-se uma espécie monofilética e T. miliaris uma espécie parafilética (Fitzpatrick et al.
2009). Uma das linhagens de T. taophora (clado da Juréia) mostrou-se muito divergente das
outras linhagens da espécie, levantando a hip6tese de que esse clado pudesse ser uma espécie
diferente (Fitzpatrick et al. 2009). Os autores alegam, entretanto, que a amostragem de T.
miliaris foi falha, bem como a de T. taophora no sul do estado de Sao Paulo, concluindo que
para refinar as andlises filogeograficas do grupo seria preciso ampliar a amostragem
(Fitzpatrick et al. 2009).

Nesse contexto, o objetivo principal desse estudo é conhecer a diversidade genética
das espécies do grupo de Thoropa miliaris, incluindo as quatro espécies reconhecidas: T.
miliaris, T. taophora, T. megatympanum e T. saxatilis. Como objetivos especificos, pretendo:
(i) esclarecer a histdria evolutiva de T. miliaris; (ii) conhecer a estrutura genética das
populacbes de T. megatympanum e T. saxatilis e (iii) entender como se relacionam
filogeneticamente as espécies de T. grupo miliaris. Além disso, pretendo avaliar algumas
hipGteses propostas por Fitzpatrick et al. (2009): (a) a hipotese de que a diversificacdo de T.
grupo miliaristeria ocorrido de norte para sul e (b) e que a linhagem de T. taophora da Juréia

€ uma espécie endémica da regiéo.



Figura 2: (A) macho de Thoropa taophora proximo a uma desova (Praia do Prumirim,
Ubatuba, SP); (B) girino de Thoropa saxatilis (Cachoeira da Rocinha, Timbé do Sul, SC).



MATERIAL E METODOS

1. Amostragem

Para este trabalho, obtive 287 amostras de tecidos (figado ou musculo, preservados
em etanol absoluto) por meio de doacGes de colecbes bioldgicas (citadas abaixo) e 76
amostras em coletas de campo (Autorizagdo SISBIO n° 30181-1/2011). Essas coletas foram
feitas em campanhas no litoral sudeste do estado do Rio de Janeiro, no litoral central do
estado de S&o Paulo, e no estado do Rio Grande do Sul. Depositei todas as amostras
coletadas em campo na Colecdo de Anfibios Célio Fernando Baptista Haddad do
Departamento de Zoologia da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”
campus Rio Claro-SP (CFBH).

Obtive 363 individuos das espécies de Thoropa do grupo miliaris de 123 pontos
amostrais, cada ponto com uma a 18 amostras (Apéndice 1), abrangendo grande parte da
distribuicdo geografica do grupo. Obtive também 12 taxons para serem utilizados como
grupos externos nas analises filogenéticas (Apéndice 2). Os exemplares de referéncia das
amostras obtidas encontram-se depositados na Cole¢cdo de Anfibios Célio Fernando
Baptista Haddad do Departamento de Zoologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” campus Rio Claro-SP (CFBH); Museu Nacional, Rio de Janeiro (MNRJ);
Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP); Museu de Zoologia Jodo
Moojen da Universidade Federal de Vicosa (MZUFV); Colecdo de Anfibios da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG-A); e Museu de Ciéncias e Tecnologia da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (MCP). Além disso, inclui na
amostragem 124 individuos com dados moleculares ja publicados por Fitzpatrick et al.
(2009), correspondendo a 14 individuos de Thoropa miliaris e 110 individuos de T.
taophora (Apéndice 1). A distribuicdo das localidades amostradas encontra-se na Figura 3.

No total, utilizei 487 amostras, das quais 34 estdo registradas como Thoropa
saxatilis, 59 como T. megatympanum, dez como Thoropa sp. nv., dez como T. cf. miliaris,
212 como T. miliaris, dez como Thoropa sp. e 152 como T. taophora (Apéndice 1). Dentre
essas amostras, estdo incluidos os top6tipos de T. megatympanum, T. miliarise T. taophora.

Para escolher as espécies a serem utilizadas como grupo externo nas analises,
baseei-me nas alocacbes de Thoropa e grupos préximos encontrados em diferentes
trabalhos (Frost et al. 2006; Grant et al 2006; Pyron & Wiens 2011). A situacao filogenética

do género Thoropa tem sido muito discutida, resultando em diferentes



Figura 3: Distribuicdo das localidades amostradas de Thoropa grupo miliaris e localidades-
tipo de T. petropolitana e T. lutz, ao longo da Mata Atlantica, Brasil. Altitudes mostradas
em cinza variam em gradiente, a partir de branco (intervalo de 0 a 100 m acima do nivel do
mar) até preto (de 2900 a 3000 m acima do nivel do mar).



propostas. Frost et al. (2006) coloca o género na familia Thoropidae (monotipica) como
taxon irmdo de Dendrobatidae. Grant et al. (2006) sinonimiza Thoropidae com
Cycloramphidae mas ainda como taxon irmdo de Dendrobatidae + Aromobatidae. Por
altimo Pyron & Wiens (2011) mantém Thoropa na familia Cycloramphidae, mas como
taxon irmdo de Hylodidae + Alsodidae. Portanto utilizei Dendrobates tinctorius,
Physalaemus olfersii, Cycloramphus dubius, C. boraceiensis, C. eleutherodactylus,
Rupirana cardosoi, Macrogenioglottus alipioi, Limnomedusa macroglossa, Odontophrynus
americanus, Proceratophrys boiei e P. cristiceps como grupos externos (Apéndice 2).

2. Extracdo de DNA, amplificacédo e sequenciamento

Para a extracdo do DNA total, utilizei o kit de extracdo de DNA genbémico
DNeasy® (Qiagen Inc.), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. O DNA extraido
foi usado diretamente nas reacdes de amplificacdo ou diluido em uma parte do extrato para
nove partes de agua Mili-Q® autoclavada.

Amplifiquei trés fragmentos mitocondriais: parte 5’ final do gene ribosomal 16S
rRNA (~580 pb; 16S), parte do gene de NADH desidrogenase subunidade 2 (~1020 pb;
ND2), e regido 5° do gene da Citocromo C oxidase subunidade 1 (~690 pb; COIl). Fiz o
fragmento de 16S para todos os individuos (totalizando 362 individuos), e os fragmentos de
ND2 e COI para um subconjunto do total, respectivamente, 202 individuos para ND2 e 143
individuos para COlI.

Amplifiquei cada gene alvo através de reacGes em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando “primers” especificos (Tabela 1). As condi¢es das reacGes de 16S e ND2
incluiam uma desnaturacdo inicial a 94°C por trés minutos; 35 ciclos com uma
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, seguida de uma hibridacdo a 50-54°C por 30
segundos (Tabela 1), e extensdo a 60°C por 1-1,5 minuto; e uma extensao final de 60°C por
sete minutos. Para o fragmento COI, as condi¢Ges de reacdo incluiam uma desnaturacdo
inicial a 94°C; cinco ciclos com desnaturagdo a 94°C por 20 segundos, seguida de
hibridacdo a 46,5°C por 20 segundos e extensdo a 60°C por um minuto e 20 segundos; 31
ciclos com desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, seguida de hibridacdo a 50°C por 20
segundos e extensdo a 60°C por um minuto e 20 segundos; e uma extensao final por trés
minutos a 60°C (Tabela 1). Conferi os resultados das reacdes de PCR através de

eletroforese em gel de agarose a 1,0%.
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Tabela 1: “Primers” utilizados para amplificagdo dos fragmentos genéticos (Frag.) de
interesse de Thoropa grupo miliaris, com respectivas sequéncias, temperaturas de

hibridacao (tnip ) e referéncias.

Frag. “Primer” Sequéncia Referéncia thib
16S 16SAR (F) CGCCTGTTTATCAAAAACAT Palumbi et al. 1991 50°C
16S 16SBR (R) CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Palumbi et al. 1991 50°C
ND2 L4437 (F) AAGCTTTCGGGCCCATACC Macey et al. 1997 54°C
ND2 L4646 (F) ATTGAAGCCGCCACAAAATA Austin & Zamudio 2008 54°C
ND2 H5616 (R) TAAAGGGCCTGAGTTGCATT Austin & Zamudio 2008 54°C
ND2 H5934 (R) ARGGTGCCAATGTCTTTGTGRTT  Macey et al. 1997 54°C
col AnF1 (F) ACHAAYCAYAAAGAYATYGG M. L. Lyra (dados néo publicados) 46,5-50°C
col AnR1 (R) CCRAARAATCARAADARRTGTTG M. L. Lyra (dados ndo publicados) 46,5-50°C
COl AntRNAW (R) AGACCAARRGCCTTCAAAG M. L. Lyra (dados ndo publicados) 46,5-50°C

Os fragmentos amplificados foram purificados e sequenciados bidirecionalmente
com o kit de sequenciamento BigDye v.3.1® (Applied Biosystems) pela empresa Macrogen
Inc (Seoul, Coréia do Sul), no Centro de Estudos de Insetos Sociais na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” em Rio Claro, SP, e no laboratorio da Profé Dr?
Kelly Zamudio na Universidade de Cornell, EUA.

As sequéncias dos individuos utilizados como grupo externo foram cedidas como
cortesia por Mariana L. Lyra (MLL) e Vanessa R. Marcelino (VRM) e obtidas no GenBank
(NCBI) (Apéndice 2 para detalhes).

Conferi e limpei os eletroferogramas no programa Sequencher v.4.5© (GeneCodes)
e montei uma tnica sequéncia consenso (“contig”) com as sequéncias diretas e reversas de
cada gene. Alinhei as sequéncias consenso de cada fragmento individual no programa
ClustalwW (Thompson et al. 1994; Larkin et al. 2007) implementado no MEGA v.5 (Tamura

et al. 2011), utilizando pardmetros padrdo e conferi os alinhamentos visualmente.

3. Inferéncias filogenéticas

Primeiramente realizei uma analise fenética apenas com as sequéncias que obtive
para o fragmento 16S e com as sequéncias de 16S de Fitzpatrick et al. (2009). Para tanto,
utilizei o método de Neighbor-Joining (NJ), com distancia-p e reamostragem com
“bootstrap” em 100 réplicas no programa MEGA v.5 (Tamura et al. 2011). Como grupo
externo, usei fragmentos de 16S de trés espécies de Cycloramphus: C. boraceiensis, C.
dubius e C. eleutherodactylus (Ver resultados; ver Apéndice 2 para detalhes). Para verificar
diferengas nos padrdes de agrupamento de cada fragmento entre os individuos, realizei no

MEGA v.5 (Tamura et al. 2011) a analise preliminar anteriormente descrita também para as
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sequéncias obtidas de ND2 e COI (NJ, com distancia-p e reamostragem com “bootstrap”
em 100 réplicas).

Para inferir as relagBes filogenéticas entre todos os individuos, concatenei 0s
alinhamentos dos trés fragmentos genéticos no programa Mesquite v.2.75 (Maddison &
Maddison 2011), ¢ determinei os ‘“haploétipos” Unicos da matriz mitocondrial resultante
(aqui chamados de terminais) com o programa DnaSP v.5 (Librado & Rozas 2009).

Com a matriz mitocondrial concatenada, utilizei os métodos de Maxima Parcimonia
(MP), Méxima Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB). Todas as analises
fornecem topologia. Fiz as analises de MP no programa TNT 1.1 (Goloboff et al. 2008),
utilizando “new technology search” (“sect. search” e “tree fusing”; “initial level” = 50 e
“find. min. length” = 15) e reamostragem com “bootstrap” padrdo, frequéncias absolutas e
1000 réplicas. Para a MV, utilizei o programa RAXML (Stamatakis 2006) na interface GUI
v.1.1 (Silvestro & Michalak 2011) com Méxima Verossimilhanga, “bootstrap” rapido
(Stamatakis et al. 2008) com 0 modelo evolutivo GTRGAMMA e 1000 réplicas.

Para a IB, estimei os modelos de evolucdo nucleotidica que melhor se ajustam a
cada fragmento utilizando o “Akaike Information Criterion” (AIC; Akaike 1974) no
programa jModelTest 2 (Guindon & Gascuel 2003; Darriba et al. 2012). Particionei 0s
fragmentos codificantes (ND2 e COIl) a fim de obter os modelos separados para cada
cbédon, enquanto para o fragmento de 16S, apenas um modelo foi estimado. Os modelos
obtidos para as particbes foram usados para a 1B, que fiz no programa MrBayes v.3.2.1
(Ronquist et al. 2011), utilizando métodos de Monte Carlo via Cadeia de Markov (sigla em
inglés: MCMC; Larget & Simon 1999). Realizei analises com 50 milhdes de geracdes,
todas consistindo de duas corridas, quatro cadeias de Markov e demais parametros padrao.
As arvores foram amostradas a cada 1000 geracGes e 0s primeiros 25% das arvores geradas
foram descartadas como “burn-in”. Para diagnosticar a convergéncia da analise, usei 0
desvio padréo das frequéncias “split” como sendo ideal se <0,01 (Ronquist et al. 2011).

Para enraizar as arvores, utilizei Dendrobates tinctorius como grupo mais externo.
As arvores resultantes foram editadas no FigTree v1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk).
Considerei os valores de “bootstrap” acima de 75% para MP e MV e as probabilidades “a
posteriori” acima de 95% para IB, como sendo valores de suporte alto para os nés (Hillis &
Bull 1993; Alfaro et al. 2003; Erixon et al. 2003).

4. Distribuicéo da diversidade genética dentro dos clados
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A fim de estimar a diversidade genética, usei o programa DnaSP v.5 (Librado &
Rozas 2009) para calcular a diversidade de haplétipos (h) e a diversidade nucleotidica (),
para o fragmento de 16S, por clados e para todos os individuos. Adicionalmente, no
programa MEGA v.5 (Tamura et al. 2011), calculei as distancias genéticas para 0sS
fragmentos de 16S, ND2 e COl, intra e interclados, utilizando distancia-p, com o método
Neighbor-joining, “bootstrap” e delegdo par-a-par.

Também determinei os haplétipos das sequéncias de 16S com o programa DnaSP
v.5 (Librado & Rozas 2009), desconsiderando os sitios com “gaps” e dados faltantes. Com
esses hapldtipos, construi redes de haplotipos para cada clado no programa para inferir as
relacbes genealdgicas dentro dos clados. Utilizei, para tanto, o programa TCS v.1.21

(Templeton et al. 1992) com um limite de 25 passos mutacionais.

5. Estimativas de tempo

Utilizando o fragmento de ND2 de 128 individuos representantes dos grandes
grupos e Dendrobates tinctorius como grupo externo, estimei com o programa BEAST
v.1.6.1 (Drummond et al. 2012) os tempos de divergéncia para 0s ancestrais comuns mais
recentes (sigla em inglés: turca.) € 0s respectivos intervalos de confianga (95%) para os nds
de interesse, utilizando um rel6gio molecular relaxado lognormal né&o-correlacionado
(Drummond et al. 2006), com o modelo SRD06 (Shapiro et al. 2006) com trés partigdes
para as posi¢cdes nos codons dos fragmentos. Utilizei também uma arvore preliminar feita
considerando processos de especiacdo de Yule (1925). Devido a auséncia de dados para
calibracdo da arvore (e.g. fosseis datados, eventos biogeograficos conhecidos ou estudos
paleocliméticos) para a familia Cycloramphidae, optei por utilizar a taxa de mutagdo
descrita na literatura para o gene ND2 (0, 957% por linhagem por milhdo de anos) baseada
na calibracdo feita para anuros do género Eleutherodactylus (Crawford 2003). Como
parametros, utilizei distribuicdo gamma, quatro corridas de 60 milhGes de geracdes com
amostragem a cada 6000 geracdes, das quais descartei 10% como “burn-in”. Os arquivos de
entrada foram elaborados com o utilitario BEAULi v.1.6.1 (Drummond et al. 2012) incluso
no pacote do programa. Para conferir a eficacia da andlise utilizei o programa Tracer v.1.4
(Rambaut & Drummond 2007). Para combinar e visualizar os arquivos de saida do BEAST
v.1.6.1., utilizei os programas LogCombiner v.1.6.1 (Drummond et al. 2012) e
TreeAnnotator v.1.6.1 (Drummond et al. 2012), ambos disponiveis no pacote do programa
BEAST v.1.6.1.
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Além do tyrca., estimei também os tempos de divergéncia entre os clados,
utilizando o da (Nei 1987) calculado pelo programa DnaSP v.5 (Librado & Rozas 2009), e
0 dobro da taxa citada acima conhecida para o fragmento de ND2 (0,957% por linhagem
por milhdes de anos; Crawford 2003).
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RESULTADOS

1. Inferéncias filogenéticas

Para o fragmento de 16S (N = 486, sendo 362 desse trabalho + 124 de Fitzpatrick et
al. 2009), encontrei 94 haplétipos, 45 Unicos, 17 compartilhados entre individuos de mesmo
ponto amostral e 32 compartilhados entre individuos de pontos amostrais diferentes; para o
fragmento ND2 (N = 326, sendo 202 desse trabalho + 124 de Fitzpatrick et al. 2009),
encontrei 139 hapldétipos, 83 Unicos, 23 compartilhados entre individuos de mesmo ponto
amostral e 33 compartilhados entre individuos de pontos amostrais diferentes; e para o
fragmento COI (N = 143), encontrei 132 hapl6tipos, 123 Unicos, um haplétipo compartilhado
entre individuos de mesmo ponto amostral e oito compartilhados entre individuos de pontos
amostrais diferentes.

Considerando somente posi¢des nucleotidicas comuns a todos os individuos utilizados
(i.e. desconsiderando sitios com auséncia de dados), encontrei 94 sitios polimorficos para o
fragmento 16S (473 pb), dos quais 15 sdo autapomorficos e 79 sdo informativos. Para o
fragmento ND2 (474 pb), encontrei 216 sitios polimorficos, sendo 17 autapomorficos e 199
informativos. E para o fragmento COI (266 pb) encontrei 93 sitios polimérficos, sendo sete
autapomorficos e 86 informativos. O alinhamento de 16S foi o Unico que necessitou da
inser¢do de “gaps” (18 “gaps”).

O alinhamento concatenado de Thoropa grupo miliaris + grupo externo, cotinha 577
pb para o fragmento de 16S (486 individuos de T. grupo miliaris e dez individuos no grupo
externo), 1020 pb para o fragmento de ND2 (326 individuos de T. grupo miliaris e trés
individuos no grupo externo) e 693 pb para o fragmento de COI (143 individuos de T. grupo
miliaris e 11 individuos no grupo externo). Os modelos de substituicdo nucleotidica
encontrados para o fragmento de 16S e para as parti¢cdes dos fragmentos ND2 e COIl atraves
do AIC (Akaike 1974) encontram-se na Tabela 2.

As arvores resultantes das analises de NJ de cada fragmento por separado mostram
oito agrupamentos principais (Figuras 4a, 4b e 4c): A, que inclui os individuos de Thoropa
saxatilis; B, que inclui os individuos de T. megatympanum; C, D, E, F e G que correspondem
aos individuos considerados como T. miliaris; e H dos individuos de T. taophora (Figura 4a,
4b e 4c). As arvores resultantes dos trés métodos de andlise filogenética (MP, MV e IB)
ficaram semelhantes entre si e através delas € possivel notar que o0s agrupamentos

encontrados nas analises de NJ formam clados, também nomeados de A a H (Figura 5).
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Tabela 2: Modelos de substituicdo nucleotidica de cada fragmento e posicdo nucleotidica
(para fragmentos codificantes) das sequéncias genéticas de Thoropa grupo miliaris, obtidos
através do programa jModelTest 2 (Guindon & Gascuel 2003; Darriba et al. 2012).

Fragmento (posicéo do nucleotideo) Modelo

16S () GTR+G

ND2 (1% posicdo) HKI + G

ND2 (2° posicdo) TIM2 + G

ND2 (3% posicdo) TIM2+1+G

COlI (1 posicéo) TIM3ef + G

COlI (2% posicéo) F81

COl (3% posicéo) TIM2+1+G

O clado A é composto por individuos da Serra Geral no sul do Brasil de Thoropa
saxatilis (nordeste do Rio Grande do Sul e sudeste de Santa Catarina), enquanto o clado B
apresenta individuos de T. megatympanum da Serra do Espinhago (estados de Minas Gerais e
Bahia). Nos clados C, D, E, F e G estdo os individuos identificados inicialmente como T.
miliarise T. sp. nv. Os clados C e E incluem individuos do Espirito Santo, sendo que o clado
C ocorre do centro ao sul do estado e o clado E ocorre em localidades do sul do estado. O
clado D é composto por individuos do sudeste da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio
de Janeiro. O clado F inclui populagdes do centro-norte do estado do Rio de Janeiro enquanto
o clado G abrange principalmente os individuos das regifes litoraneas do estado do Rio de
Janeiro e nordeste do estado de S&o Paulo. Por fim, o clado H é composto pelos individuos
identificados como T. taophora e T. sp. e inclui populaces do extremo sudeste do estado do
Rio de Janeiro e do litoral do estado de Séo Paulo (Figura 6).

Apesar dos grupos encontrados utilizando métodos diferentes terem sido semelhantes,
a relagdo entre eles ndo ficou definida e variou entre as analises (Figura 7). Na analise de NJ
do fragmento de 16S (na qual baseei-me para nomear os clados), & possivel notar um
agrupamento formado pelos clados C e D (de Thoropa miliaris, chamado de 1) e um
agrupamento formado pelos clados F e G (também de T. miliaris, chamado de H) e um
terceiro grupo, formado por F + G + H (T. miliarise T. taophora chamado de K).

Para as anélises de NJ de 16S e ND2 e a analise com MP da matriz concatenada, o

clado A (Thoropa saxatilis) € irmao de todos os outrose B éirmdodeC+D+E+F+ G +
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Figura 4a: Anélise de Neighbor-Joining e distancia-p do fragmento de 16S. Nos terminais
estdo os individuos analisados para o fragmento (N= 486). Os valores de “bootstrap” estdo
acima ou proximos aos nos. A barra de escala dos ramos indica o nimero esperado de
substituicdes nucleotidicas por sitio.
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Figura 4b: Anélise de Neighbor-Joining e distancia-p do fragmento de ND2. Nos terminais estdo 0s
individuos analisados para o fragmento (N = 326). Os valores de “bootstrap” estdo acima ou proximos
aos nos. A barra de escala dos ramos indica o numero esperado de substituicdes nucleotidicas por sitio.
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Figura 4c: Andlise de Neighbor-Joining e distancia-p do fragmento de COIl. Nos terminais estdo os
individuos analisados para o fragmento (N = 143). Os valores de “bootstrap” estdo acima ou proximos aos
nos. A barra de escala dos ramos indica 0 nimero esperado de substituicbes nucleotidicas por sitio.
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Figura 5: Arvore resultante da analise sob Inferéncia Bayesiana (IB) para as espécies de Thoropa grupo
miliaris. Comprimentos dos ramos dos grupos externos sao irreais. Valores acima ou proximo aos nés,
separados por ““/”, indicam respectivamente: probabilidades a posteriori, “bootstrap” para Maxima
Verossimilhanga (MV) e “bootstrap” para Maxima Parcimdnia (MP). O sinal “-” indica valores de suporte
ndo fornecidos pela analise. A barra de escala dos ramos indica 0 nimero esperado de substituicfes
nucleotidicas por sitio.
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Figura 6: Distribuicdo dos grandes clados encontrados nas andlises de Neighbor-Joining e
distancia-p do fragmento de 16S para as espécies de Thoropa grupo miliaris. Altitudes
mostradas em cinza variam em gradiente, a partir de branco (intervalo de 0 a 100 m acima do
nivel do mar) e indo até preto (de 2900 a 3000 m acima do nivel do mar).



21

H. Entretanto, na analise de NJ de COI e nas anédlises de MV e IB feitas para a matriz
concatenada, o clado B é grupo irm&o de todos os outrose Aéirmaode C+D+E+F+ G+
H.

Outra diferenca é quanto ao agrupamento de alguns clados. O agrupamento | (C + D)
aparece em todas as andlises, exceto na analise de NJ de ND2. O agrupamento J (F + G)
aparece apenas na analise de NJ de 16S e na analise por MV da matriz concatenada. O clado

E aparece irmdo de K nas anélises de NJ e irmdo de | + K nas andlises por IB, MP e MV.

Figura 7: Analise de sensitividade das topologias encontradas para as espécies de Thoropa
grupo miliaris. (a) Neighbor-Joining para 16S; (b) Neighbor-Joining para ND2; (c)
Neighbor-Joining para COI; (d) andlise por Inferéncia Bayesiana; (e) analise com Maxima
Parcimonia; e (e) analise com Méaxima Verossimilhanca. Clados de A a H e agrupamentos | e
J seguem a descricdo do texto.

2. Distribuicao da diversidade genética dentro dos clados

As diversidades genéticas encontradas para o fragmento de 16S considerando cada
clado separado e todos os individuos juntos encontram-se na Tabela 3. As distancias
intraclados e interclados, calculadas por distancia-p, encontram-se na Tabela 4. As redes de
haplétipos, calculadas com o programa TCS V.1.21 (Templeton et al. 1992) para cada clado

estdo descritas a seguir.
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O clado B (Thoropa megatympanum) possui alta diversidade genética (Tabela 3) e é
muito divergente dos clados A, C, D, E, F, G e H (Tabela 4). Considerando a topologia
resultante da analise por Inferéncia Bayesiana (Figura 5), o clado B é estruturado, com quatro
grupos internos (aqui chamados de haplogrupos): B-I, B-11, B-11l e B-1V (Figura 8), todos
distribuidos ao longo da Cadeia do Espinhaco (estados de Minas Gerais e Bahia). O
haplogrupo B-I possui apenas dois terminais, de Joaquim Felicio-MG (L17) e Buendpolis-
MG (L7), na Serra do Cabral, a oeste do Espinhaco. O haplogrupo B-II distribui-se na regido
norte do Espinhaco (Espinhaco Setentrional) e estd estruturado em dois outros grupos
internos: um com individuos de Caetité-BA (L1), Jacaraci-BA (L2) e Rio Pardo de Minas-
MG (L18-19) e outro com Augusto de Lima-MG (L4), Grdo Mogol-MG (L14) e Itacambira-
MG (L15). O haplogrupo B-I1I é o grupo mais amplo. Inclui top6tipos de T. megatympanum
(Jaboticatubas-MG) e abrange principalmente a porcdo sul da Cadeia do Espinhaco
(Espinhago Meridional), nas localidades de Alvorada de Minas-MG (L3), Augusto de Lima-
MG (L4), Conceicdo do Mato Dentro-MG (L9-10), Congonhas do Norte-MG (L11),
Diamantina-MG (L12-13), Jaboticatubas-MG (L16), Rio Vermelho-MG (L20), Santana do
Riacho-MG (L21-23). Além disso, esse haplogrupo inclui também duas localidades fora do
Espinhaco: Alto Caparad-MG (L43) e Araponga-MG (L44), ambas localizadas nas Serras da
Mantiqueira/Caparad. O haplogrupo B-1V possui dois terminais, das localidades de
Brumadinho-MG (L6) e Caeté-MG (L8), ambos localizados nas Serras do Quadrilatero
Ferrifero.

Na rede de haplétipos do clado B, os haplogrupos B-1 e B-1V aparecem bem distantes
dos outros dois grupos (mais de dez passos mutacionais) (Figura 9). O haplogrupo B-II
possui dez hapldtipos Unicos e dois hapldtipos compartilhados, relativamente distantes entre
si, mostrando uma estruturacdo forte. Por outro lado, o haplogrupo B-1ll apresentou dois
haplétipos compartilhados, sendo um deles compartilhado por individuos de sete localidades.

O grande clado de Thoropa saxatilis (clado A) também possui alta diversidade interna
(Tabela 3) e é altamente divergente dos demais clados (Tabela 4). Ele esta estruturado em
dois haplogrupos: A-l e A-II, distribuidos pela encosta da Serra Geral (estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul — Figura 10) nas proximidades com o Planalto das Araucarias.
A-I corresponde apenas a localidade de Timbé do Sul-SC (L135), a localidade mais a norte
da amostragem. O haplogrupo A-1l tem pouca estrutura interna e abrange a parte sul da
distribuicdo da amostragem, nas localidades de Praia Grande-SC (L133-134), Maquiné-RS
(L136), Riozinho-RS (L137), Sdo Francisco de Paula-RS (L138), Sapiranga-RS (L139) e
Trés Forquilhas-RS (L140). Um dos grupos internos de A-I1 € formado por terminais de
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Figura 8: Clado B (Thoropa megatympanum). (a) topologia derivada da analise sob IB: comprimentos
dos ramos dos grupos externos sdo irreais; valores acima ou proximo aos nos, separados por “/”,
indicam respectivamente: probabilidades a posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP;
sinal “-” indica valores de suporte ndo fornecidos pela a anlise; barra de escala dos ramos indica o
namero esperado de substituicdes nucleotidicas por sitio; terminais em vermelho sdo compartilhados
entre individuos de localidades diferentes; estrela preta indica posicdo dos topdtipos. (b) mapa de
distribuicdo dos grupos internos encontrados para o clado, com cddigos das localidades. Localidade-
tipo encontra-se sublinhada.
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Figura 9: Clado B (Thoropa megatympanum). (a) rede de haplotipos do fragmento de 16S: cddigos das
localidades e nimeros dos haplétipos encontram-se proximos aos circulos; nimeros dentro dos circulos
indicam numero de individuos que compartilham o hapl6tipo, exceto para haplotipos unicos. (b) mapa
de distribuicdo dos grupos internos encontrados para o clado, com codigos das localidades. Localidade-
tipo encontra-se sublinhada.
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Figura 10: Clado A (Thoropa saxatilis). (a) topologia derivada da analise sob IB: valores
acima ou préximo aos nos, separados por “/”, indicam respectivamente: probabilidades a
posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP; sinal “-” indica valores de suporte
ndo fornecidos pela a analise; barra de escala dos ramos indica 0 numero esperado de
substituicdes nucleotidicas por sitio. (b) rede de haplotipos do fragmento de 16S: codigos das
localidades e nimeros dos hapl6tipos encontram-se proximos aos circulos; niumeros dentro
dos circulos indicam numero de individuos que compartilham o haplotipo, exceto para
hapl6tipos unicos. (¢) mapa de distribuicdo dos grupos internos encontrados para o clado,
com codigos das localidades.
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Maquiné-RS (L136), Riozinho-RS (L137), Sdo Francisco de Paula-RS (L138) e Sapiranga-
RS (L139). E o outro grupo interno de A-Il é formado por alguns individuos de Trés
Forquilhas-RS (L140). A rede de haplétipos do clado A (Figura 10) mostra o haplogrupo A-I
representado como um Unico haplotipo e separado do de A-Il por mais de 15 passos
mutacionais. A rede do haplogrupo A-l1l possui haplétipos compartilhados entre varios
individuos, porém apenas um haplotipo compartilhado entre mais de uma localidade.

O clado E de Thoropa miliaris é um clado endémico das localidades de Muniz Freire-
ES (L35; individuos registrados como T. sp. nv.), Mimoso do Sul-ES (L33-34) e Cachoeiro
de Itapemirim-ES (L26), e apresentou dois haplogrupos: E-lI formado pelos individuos de
Muniz Freire-ES (L35) e Cachoeiro de Itapemirim-ES (L26) e E-Il formado pelos individuos
de Mimoso do Sul-ES (L33-34) (Figura 11). Dessas localidades, a Unica que ndo é exclusiva
do clado E é Cachoeiro de Itapemirim-ES (L26). O clado E localiza-se na Serra do Castelo
(parte das Serras da Mantiqueira/Caparad). Apesar de bastante divergentes entre si, 0s
haplogrupos E-I e E-11 tém baixa diversidade interna. Na rede de haplétipos, E-I diferencia-se
de E-11 em mais de dez passos mutacionais (Figura 11). A rede de E-I possui trés haplotipos,
sendo um deles compartilhado por varios individuos e a rede de E-1l possui um anico
hapl6tipo, compartilhado por todos os individuos.

O clado C de Thoropa miliaris distribui-se na metade sul do estado do Espirito Santo
(Figura 12), também na Serra do Castelo (Serras da Mantiqueira/Caparad). Esta estruturado
em dois subclados: C-I e C-11, bastante divergentes entre si, porém com maiores diversidades
internas quando comparados aos haplogrupos E-I e E-11. O haplogrupo C-I tem uma relativa
estrutura interna, com um pequeno grupo formado por individuos de Vitéria-ES (L39-40) e
outro grupo formado por individuos de Cariacica-ES (L27), Santa Leopoldina-ES (L36) e
Santa Teresa-ES (L38). C-11 tem pouca estrutura interna, e inclui individuos de Anchieta-ES
(L25), Cachoeiro de Itapemirim-ES (L26), Cariacica-ES (L27), Domingos Martins-ES (L29,
L31-32) e Vitdria-ES (L40). Os haplogrupos C-1 e C-1lI sdo muito divergentes entre si e
mostram maior diversidade interna quando comparado com os haplogrupos do clado E. Nas
redes de haplotipos, os haplogrupos C-1 e C-ll apresentaram-se diferentes em mais de dez
passos mutacionais (Figura 12). C-l possui poucos haplétipos, alguns unicos e alguns
compartilhados entre diferentes localidades C-1l1 tem mais hapl6tipos do que C-I, sendo um
deles compartilhado entre cinco localidades.

O clado D de Thoropa miliaris ¢ um clado predominantemente composto por
individuos de regiGes montanhosas, dos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio
de Janeiro (Figura 13). E o clado que possui maiores diversidades genéticas entre todos os
oito clados (Tabela 3) e esta estruturado em quatro grupos principais: D-I, D-II, D-Ill e D-1V.
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Figura 11: Clado E (Thoropa miliaris). (a) topologia derivada da analise sob IB: valores
acima ou proximo aos nés, separados por “/”, indicam respectivamente: probabilidades a
posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP; sinal “-” indica valores de suporte
ndo fornecidos pela a analise; barra de escala dos ramos indica 0 nimero esperado de
substitui¢des nucleotidicas por sitio. (b) rede de haplotipos do fragmento de 16S: codigos das
localidades e nimeros dos haplotipos encontram-se préximos aos circulos; numeros dentro
dos circulos indicam nimero de individuos que compartilham o haplétipo, exceto para
haplodtipos unicos. (c) mapa de distribuicdo dos grupos internos encontrados para o clado,
com codigos das localidades.
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Figura 12: Clado C (Thoropa miliaris). (a) topologia derivada da analise sob IB: valores
acima ou proximo aos nds, separados por “/”, indicam respectivamente: probabilidades a
posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP; sinal “-” indica valores de suporte
ndo fornecidos pela a andlise; barra de escala dos ramos indica o nimero esperado de
substituicdes nucleotidicas por sitio; terminais em vermelho indicam terminais
compartilhados entre individuos de localidades diferentes. (b) rede de haplétipos do
fragmento de 16S: codigos das localidades e numeros dos haplétipos encontram-se proximos
aos circulos; nimeros dentro dos circulos indicam nimero de individuos que compartilham
0 haplétipo, exceto para haplétipos Unicos; (c) mapa de distribuicdo dos grupos internos
encontrados para o clado, com cédigos das localidades.
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O haplogrupo D-I possui pouca estrutura interna, e inclui as localidades de Itamaraju-BA
(L24), Almenara-MG (L42) e Salto da Divisa-MG (L50), localizadas nas encostas da
Depressdo dos Rios Jequitinhonha e Pardo, e nos Patamares e Planalto dos Rios
Jequitinhonha e Mucuri. O haplogrupo D-I1 é um pouco mais estruturado que o D-I e inclui
individuos de Pedro Canario-ES (L28), Domingos Martins-ES (L30), Santa Teresa-ES (L37-
38), Joaima-MG (L48) e Simonésia-MG (L52) (Serras da Mantiqueira/Caparad) e um
individuo em Santa Barbara-MG (L51) (Serra do Espinhaco Meridional). D-IIl é o
haplogrupo com maior estrutura interna dos haplogrupos do clado D e é exclusivo da Serra
do Caparad, distribuindo-se por Alto Caparad-MG (L43), Araponga-MG (L44), Caparad-MG
(L45), Carangola-MG (L46-47), Joaima-MG (L48) e Simonésia-MG (L52). Por fim, o
haplogrupo D-1V abrange individuos da Serra dos Orgéos e da Serra da Mantiqueira/Itatiaia,
nas localidades de Aiuruoca-MG (L41), Lima Duarte-MG (L49), Cachoeiras de Macacu-RJ
(L61-L62), Petropolis-RJ (L75), Santa Maria Madalena-RJ (L82) e Teresopolis-RJ (L86-87).
As redes de haplétipos encontradas para o haplogrupo D mostram poucas diferencas quanto
ao numero de passos mutacionais entre os grupos internos do clado (Figura 14). D-I possui
alguns haplétipos Unicos e dois haplétipos compartilhados entre individuos de mesma
localidade. D-11 possui varios haplétipos unicos, um haplétipo compartilhado com individuos
de mesma localidade e um hapl6tipo compartilnado entre individuos de diferentes
localidades. D-11l possui poucos haplétipos, sendo que dois deles sdo compartilhados com
individuos de localidades diferentes. E D-1V possui, assim como D-IIl, poucos haplotipos,
sendo dois comuns a individuos de diferentes pontos amostrais.

O clado F é o menor clado de Thoropa miliaris, sendo também o menos diverso
geneticamente (Tabela 3). Apesar disso, é bastante divergente dos clados A,BC,D,E,GeH
(Tabela 4). Inclui, em sua maioria, individuos do Parque Estadual do Desengano em Santa
Maria Madalena-RJ (L80, L83-84) e Macaé-RJ (L64) (Figura 15). Na rede de haplétipos,
esse clado mostrou apenas trés haplotipos, sendo um deles haplétipo Unico (de Macaé-RJ) e
0s outros dois haplotipos compartilhados (de Santa Maria Madalena-RJ) (Figura 15).

O clado G inclui os topdtipos de Thoropa miliaris (Praia Vermelha, Urca, Rio de
Janeiro-RJ) e estd distribuido principalmente por regibes litoraneas do estado do Rio de
Janeiro (Figura 16). O clado G possui baixa diversidade genética (Tabela 3) e esté estruturado
em quatro subgrupos (G-I, G-II, G-Il e G-1V). O haplogrupo G-I é o mais bem estruturado
dos quatro grupos, distribui-se na Serra da Mantiqueira/Caparad e na Serra da
Mantiqueira/Itatiaia, nas localidades de Carangola-MG (L47) e de Volta Grande-MG (L53).
O haplogrupo G-11 é da Serra dos Orgéos, e inclui as localidades de Cantagalo-RJ (L63) e de
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Figura 13: Clado D (Thoropa miliaris). (a) topologia derivada da analise sob IB: valores
acima ou préximo aos nds, separados por “/”, indicam respectivamente: probabilidades a
posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP; sinal “-” indica valores de suporte
ndo fornecidos pela a analise; barra de escala dos ramos indica 0 nimero esperado de
substituicdes nucleotidicas por sitio; terminais em vermelho sdo compartilhados entre
individuos de localidades diferentes. (b) mapa de distribuicdo dos grupos internos
encontrados para o clado, com cédigos das localidades.
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Figura 14: Clado D (Thoropa miliaris). (a) rede de hapldtipos do fragmento de 16S:
cddigos das localidades e numeros dos hapldtipos encontram-se préximos aos circulos;
nameros dentro dos circulos indicam numero de individuos que compartilham o haplétipo,
exceto para haplotipos unicos. (b) mapa de distribuicdo dos grupos internos encontrados
para o clado, com codigos das localidades.
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Figura 15: Clado F (Thoropa miliaris). (a) topologia derivada da analise sob IB: valores
acima ou préximo aos nds, separados por “/”, indicam respectivamente: probabilidades a
posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP; sinal “-” indica valores de suporte
ndo fornecidos pela a anéalise; barra de escala dos ramos indica 0 numero esperado de
substituicdes nucleotidicas por sitio. (b) rede de haplétipos do fragmento de 16S: codigos
das localidades e nimeros dos hapldtipos encontram-se proximos aos circulos; ndmeros
dentro dos circulos indicam nimero de individuos que compartilham o haplotipo, exceto
para hapl6tipos unicos; (c¢) mapa de distribuicdo dos grupos internos encontrados para o
clado, com codigos das localidades.

Santa Maria Madalena-RJ (L81). G-Il distribui-se por Planicies Marinhas do Rio de
Janeiro em Marica-RJ (L66), Mesquita-RJ (L67), Niterdi-RJ (L68), Rio de Janeiro-RJ (L76-
79) e Saquarema-RJ (L85) e inclui também individuos de Cachoeiro de Itapemirim-ES (L26)

(Serra do Castelo — Serra da Mantiqueira/Caparad). O haplogrupo G-1V inclui individuos do
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Rio de Janeiro-RJ (L79), Mangaratiba-RJ (L65), Angra dos Reis-RJ (L54-60), Paraty-RJ
(L69, L71-73) e Sédo José do Barreiro-SP (L102) (Serra da Bocaina). As redes de haplotipos
do clado G sdo relativamente diferentes entre si considerando quantidades de passos
mutacionais (Figura 17). G-I tem apenas dois haplétipos, sendo um dnico e um
compartilhado entre individuos de mesma localidade. G-Il tem apenas um haplétipo
compartilhado entre as duas localidades do grupo. G-lll tem trés hapldtipos, sendo dois
unicos e um compartilhado entre individuos de sete localidades diferentes. E G-1V tem quatro
haplotipos, sendo que um deles é compartilhado entre individuos de 11 localidades.

Por fim, o clado H é o clado de Thoropa taophora (Figura 18), predominantemente
litoraneo. E um clado muito amplo e bastante divergente dos outros clados de T. grupo
miliaris (A, B, C, D, E, F, G), poréem com pouca diversidade interna (Tabela 3) e pouca
estrutura interna. Esta dividido em quatro haplogrupos principais: H-I, H-II, H-I1l e H-VI. O
haplogrupo H-I € um grupo principalmente do nordeste litoral do estado de S&o Paulo, e
abrange Paraty-RJ (L70, L73-74), Ubatuba-SP (L118-122, L128-132) e S&o Sebastido-SP
(L108). H-Il é um grupo pequeno, endémico de Ilhabela-SP (L95). O haplogrupo H-III é o
maior grupo de T. taophora e inclui os topotipos da espécie (Santo André-SP) do Planalto de
Paranapiacaba. Ele abrange o municipio de Paraty-RJ (L71), Bertioga-SP (L88-90),
Caraguatatuba-SP (L91-92), Cubatdo-SP (L93), Salesépolis-SP (L99), Santo André-SP
(L100), Santos-SP (L101), Sdo Sebastido-SP (L103-107, L109-116) e Ubatuba-SP (L117-
118, L120-121, L123-L127). E finalmente, o haplogrupo H-IV é um grupo endémico da
regido da Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins, nas localidades de Iguape-SP (L94; individuos
registrados como T. sp.) e Peruibe-SP (L96-98; alguns individuos registrados como T. sp.).
As redes de hapl6tipos do clado H mostram um padrdo semelhante ao padrdo das redes do
clado G, porém com hapl6tipos compartilhados entre muitas localidades e poucos passos
mutacionais de diferencas entre os grupos H-1, H-11, H-111 e H-1V (Figura 19). O haplogrupo
H-I1 tem apenas trés haplotipos, sendo um deles compartilnado entre individuos de 13
localidades diferentes. H-Il possui um unico hapl6tipo compartilhado entre todos os
individuos da localidade. H-1Il possui poucos haplétipos, sendo que um deles €
compartilhado por individuos de 15 localidades diferentes, um compartilhado entre
individuos de cinco localidades diferentes e outro compartilhado por individuos de 12
localidades diferentes. E por fim, o haplogrupo H-IV apresentou apenas um haplotipo,

compartilhado entre todos os pontos amostrais do clado.
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Figura 16: Clado G (Thoropa miliaris). (a) topologia derivada da anlise sob IB: valores
acima ou préximo aos nos, separados por “/”, indicam respectivamente: probabilidades a
posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP; sinal “-” indica valores de suporte
ndo fornecidos pela a analise; barra de escala dos ramos indica 0 numero esperado de
substituicdes nucleotidicas por sitio; terminais em vermelho sdo compartilhados entre
individuos de localidades diferentes; estrela preta indica posicdo dos topotipos. (b) mapa de
distribuicdo dos grupos internos encontrados para o clado, com codigos das localidades.
Localidade-tipo encontra-se sublinhada.
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Figura 17: Clado G (Thoropa miliaris). (a) rede de haplo6tipos do fragmento de 16S: cédigos
das localidades e numeros dos haplétipos encontram-se préximos aos circulos; nimeros
dentro dos circulos indicam nimero de individuos que compartilham o haplotipo, exceto para
haplotipos Unicos. (b) mapa de distribui¢do dos grupos internos encontrados para o clado, com
cddigos das localidades. Localidade-tipo encontra-se sublinhada.
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Figura 18: Clado H (Thoropa taophora). (a) topologia derivada da analise sob IB: valores
acima ou proximo aos nds, separados por “/”, indicam respectivamente: probabilidades a
posteriori, “bootstrap” para MV e “bootstrap” para MP; sinal “-” indica valores de suporte ndo
fornecidos pela a andlise; barra de escala dos ramos indica 0 ndmero esperado de
substituicdes nucleotidicas por sitio; terminais em vermelho sdo compartilhados entre
individuos de localidades diferentes; estrela preta indica posi¢do dos topotipos. (b) mapa de
distribuicdo dos grupos internos encontrados para o clado, com codigos das localidades.
Localidade-tipo encontra-se sublinhada.
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Figura 19: Clado H (Thoropa taophora). (a) rede de hapldtipos do fragmento de 16S:
cbédigos das localidades e numeros dos hapldtipos encontram-se préximos aos circulos;
numeros dentro dos circulos indicam numero de individuos que compartilham o haplotipo,
exceto para haplétipos unicos. (b) mapa de distribuicdo dos grupos internos encontrados
para o clado, com cddigos das localidades. Localidade-tipo encontra-se sublinhada.
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4. Estimativas de tempo

Os tempos dos ancestrais comuns mais recentes estimados para as linhagens de
Thoropa grupo miliaris correspondem as épocas do Mioceno, Plioceno e Pleistoceno (Figura
20). O ancestral comum mais recente de todas as linhagens (n6 a) data de cerca de 12,58
milhGes de anos (Ma), no Mioceno. Segundo a topologia encontrada pelo BEAST v.1.6.1
(Drummond et al. 2012), os clados A (T. saxatilis) e B (T. megatympanum) formariam um
grupo monofilético, cujo ancestral comum mais recente (n6 b) data de cerca de 9,7 Ma
(Mioceno). O no c, que é o ancestral comum mais recente entre o clado D de T. miliarise o
agrupamento C + E + F + G + H também data de cerca de 9,7 Ma (Mioceno). O nd d data de
cerca de 8,42 Ma e 0 n0 e data de cerca de 7,6 Ma, ambos do Mioceno. O ancestral comum
mais recente entre os clados F + G de T. miliaris e o clado H de T. taophora (no f) data de
cerca de 6,17 Ma (final do Mioceno e inicio do Plioceno). O n6 g (ancestral comum mais
recente entre os clados F e G) data de cerca de 5,43 Ma (final do Mioceno e inicio do
Plioceno). O né h data de cerca de 4,17 Ma (Plioceno) e o né i data de cerca de 2,77 Ma (final
do Plioceno e inicio do Pleistoceno). Os valores de tempos de divergéncia entre os clados

calculados a partir do da (Nei 1987) encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Tempos (t) de divergéncia, em milhdes de anos (Ma), e valores de da (Nei 1987),
em porcentagem decimal, entre os clados de Thoropa grupo miliaris, com respectivos
desvios padrio (o). Codigos dos nos seguem a Figura 20.

Entre os clados t (o) da (o)
(A+B) x (D+C+E+F+G+H) 4,5663 (0,4179) 0,0874 (0,0080)
AXxB 8,5370 (1,0026) 0,1634 (0,0192)
D X (C+E+F+G+H) 3,8454 (0,2863) 0,0736 (0,0055)
C X (E+F+G+H) 4,7503 (0,4572) 0,0909 (0,0087)
E X (F+G+H) 3,9242 (0,4362) 0,0751 (0,0083)
(F+G) xH 3,7617 (0,4054) 0,0720 (0,0078)
FxG 5,3510 (0,8317) 0,1024 (0,0159)
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Figura 20: Topologia encontrada na analise de tyrca para Thoropa grupo miliaris. Numeros
acima dos ramos indicam os valores estimados para 0 tyrca (Em milhGes de anos — Ma); as
barras azuis indicam os desvios padrdo; barra de escala dos ramos indica a gquantidade
esperada de milhdes de anos.
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DISCUSSAO

As espécies de Thoropa grupo miliaris formam um grupo monofilético em relacdo aos
grupos externos, com altos valores de suporte para todas as analises. O grupo apresentou oito
clados distintos, sendo um de Thoropa saxatilis (clado A), um de T. megatympanum (clado
B), cinco de T. miliaris (clados: C no “centro-sul do Espirito Santo”, D de “montanhas”, E no
“sul do Espirito Santo”, F no “PE Desengano” e G do “litoral do Rio de Janeiro”) ¢ um de
Thoropa taophora (clado H).

Em todas as andlises, a formacéo dos oito clados € igual, mas a relacdo entre eles ndo
ficou clara, visto que na maioria dos casos ndo foi possivel definir grupos-irmaos, o que pode
ser notado pelos baixos valores de suporte em alguns ramos e pelas diferencas de
agrupamento entre as arvores geradas pelos diferentes métodos. De acordo com a anélise de
MP, Thoropa saxatilis teria sido o primeiro grupo a divergir, seguido de T. megatympanum, e
em seguida os clados de T. miliarise T. taophora, sendo os clados de T. miliaris parafiléticos
em relacdo ao clado de T. taophora. Nas anélises de IB e MV, entretanto, o primeiro clado a
divergir teria sido T. megatympanum, seguido de T. saxatilis, e em seguida os clados de T.
miliaris e T. taophora, sendo também os clados de T. miliaris parafiléticos em relacdo ao
clado de T. taophora. As trés andlises (IB, MV e MP) coincidiram em alguns aspectos: o
clado E de Thoropa miliaris é sempre o terceiro clado a divergir; o agrupamento J (clados F +
G + H) foi o ultimo a divergir, e Thoropa taophora foi o ultimo clado a divergir.

As divergéncias genéticas encontradas entre os clados variaram de 2,4 a 7,8% para o
fragmento de 16S e de 11,7 até 17,3% para o fragmento de COI. Vences et al. (2005a; 2005b)
considera que linhagens com divergéncias genéticas altas (maiores do que 5% para o
fragmento 16S e maiores do que 10% para o fragmento COIl), podem representar espécies-
candidatas, e ndao necessariamente polimorfismos intraespecificos. Em Thoropa grupo
miliaris, nem todas as divergéncias encontradas para o fragmento de 16S ultrapassam 5% e
todas as divergéncias encontradas para o fragmento de COI ultrapassam 10%. Apesar desses
valores de divergéncias para o fragmento de COI serem indicativos de que a diversidade do
grupo possa estar subestimada, a amostragem utilizada para COIl nesse estudo foi um
subconjunto representativo do total, o que possivelmente enviesou as analises de diversidade
geneética para o fragmento. Além disso, ndo foram avaliadas as diferencas entre os clados
quanto aos genes nucleares, morfologia, canto e aspectos ecologicos, o que dificulta qualquer

conclusdo sobre possiveis espécies candidatas.
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O clado B (Thoropa megatympanum) separa-se dos clados C, D, E, F, G (T. miliaris)
provavelmente pelo Planalto do Rio Jequitinhonha/Mucuri a norte, e Planalto dos Campos
das Vertentes a sul, ambos no leste do estado de Minas Gerais. Thoropa miliaris é a especie
com estrutura mais complexa. Parte dos individuos do clado de montanhas D (D-I) separa-se
do restante do clado e dos clados C, E, F e G pela Depressdo do Rio Doce, no norte do estado
do Espirito Santo. Os clados C (centro-sul do Espirito Santo) e E (sul do Espirito Santo),
assim como alguns individuos dos clados D e G que ocorrem na Serra da
Mantiqueira/Capara0, estdo separados dos individuos que ocorrem no estado do Rio de
Janeiro (clados D, F e G) pela Depressdo do Rio Paraiba do Sul. Por fim, o clado A (T.
saxatilis) estd separado de todos outros clados (B, C, D, F, G e H), pela parte sul da Serra do
Mar, pelo Planalto das Araucérias, pela parte norte da Serra Geral e pelas Serras do Leste
Catarinense (do sul do estado de Séo Paulo até proximidades do sul de Santa Catarina), ao sul
do Rio Ribeira de Iguape.

Os quatro clados internos de Thoropa megatympanum separam-se claramente um do
outro pelos planaltos e vales existentes entre as serras que ocupam. B-I (Serra do Cabral)
separa-se das Serras do Espinhago pela Depressdo do Alto-Médio Rio Séo Francisco. A Serra
do Espinhago Setentrional (onde se distribui B-Il) estd separada da Serra do Espinhago
Meridional (onde distribui-se B-I1I) pela Chapada do Rio Jequitinhonha e pelo Planalto dos
Rios Jequitinhonha/Mucuri. E B-1V (Serras do Quadrilatero Ferrifero) separa-se da Serra do
Espinhaco pela Depresséo de Belo Horizonte. Apesar dessas separac¢des por vales e planaltos
serem claras em T. megatympanum, ndo existe explicacdo geografica clara sobre o porqué
dois individuos do haplogrupo B-Il1 localizam-se da Serra do Caparad (L43-44), co-existindo
com individuos dos clados de T. miliaris.

O clado A (Thoropa saxatilis) distribui-se nas encostas da Serra Geral, proximo ao
Planalto das Araucarias, mas também n&o existe nenhuma separacdo geografica clara entre
A-l e A-ll. Apesar de ndo terem sido encontrados topOtipos de T. saxatilis, sabe-se que a
localidade-tipo (Lauro Muller-SC — ver Cocroft & Heyer 1988) localiza-se a norte de Timbé
do Sul-SC, e que, portanto, a julgar por proximidade geogréfica, os topotipos poderiam estar
no haplogrupo A-I. As populagdes amostradas do clado A sdo restritas a cachoeiras, distantes
pelo menos 20 km entre si, o que provavelmente explica 0 ndo compartilhamento de
hapldtipos entre as localidades, e a pouca diversidade interna das populac@es. Entretanto, essa
regido de T. saxatilis precisaria de uma melhor amostragem para entender a estrutura interna

do clado.
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Os clados de Thoropa miliaris (C, D, E, F, G) sdo muito divergentes entre si, mesmo
havendo localidades compartilhadas entre mais de um clado (e.g. Cachoeiro de Itapemirim-
ES, Santa Teresa-ES, Domingos Martins-ES, entre outros). Aparentemente o clado D
corresponde a uma espécie ainda ndo descrita. Analises morfoldgicas e do canto destas
populacdes poderdo auxiliar em uma melhor definicdo da taxonomia destas populacfes. Além
disso, algumas diferencas morfoldgicas (e.g. diferencas no tamanho do timpano) entre
individuos de Thoropa da populacdo de Santa Teresa foram comentadas por Feio (2002)

Dentro dos clados de Thoropa miliaris, algumas divergéncias podem ser explicadas
por separacdes geograficas, a exemplo de T. megatympanum. Os haplogrupos de E (E-I e E-
I1), estdo visivelmente separados pelo vale do Rio Itapemirim. Para os haplogrupos de C (C-I
e C-11) ndo existe separacdo geografica clara. Entre os grupos internos de D (D-I, D-11, D-IlI,
D-1V), ndo sdo notadas possiveis barreiras fisicas além da distancia geografica (e.g. D-I
distante de D-1V). As populacdes do clado G que se distribuem na Serra dos Orgéos
(haplogrupos G-I e G-Il) estdo separadas das populacGes da Serra da Mantiqueira/Capara0
(G-111) e Serra da Mantiqueira/ltatiaia (G-1) pela Depressao do Rio Paraiba do Sul.

O agrupamento politbmico J (clados F, G e H) pode ser explicado por proximidade
geogréfica ja que o clado G inclui populagdes de Santa Maria Madalena-RJ (L81) e de outras
regides préximas montanhosas como Carangola-MG (L47), Volta Grande-MG (L53) e
Cantagalo-RJ (L63). Os clados G e H possivelmente agrupam-se devido a proximidade
geografica e semelhancas nas preferéncias ambientais, ja que ambos sdo clados que ocorrem
em litoral. Além disso, o clado F possui um individuo litoraneo (Macaé-RJ, L64), o0 que pode
justificar a proximidade desse clado com os dois clados litoraneos (G e H) na arvore. Além
disso, os clados G de Thoropa miliaris e H de Thoropa taophora também se assemelham
quanto a distribuicdo dos hapl6tipos de 16S. Ambas as redes mostram uma expansdo rapida e
recente da distribuicdo dos haplotipos, j& que possuem poucos haplétipos, compartilhados
entre muitas localidades.

Entre os haplogrupos H-1I e H-IlIl (Thoropa taophora) ndo existe barreiras
geogréficas visiveis. Entretanto, tanto o haplogrupo H-1lI quanto o H-IV estdo claramente
separados dos outros: H-I1 endémico de Ilhabela-SP e H-1V relativamente distante dos outros
clados. O clado H, o ultimo clado a divergir, possui divergéncias altas quando comparado
com os outros clados de T. grupo miliaris, tanto para o fragmento de 16S (3,3 — 7,3%) quanto
para o fragmento de COI (12,3 — 17,3%). Esses valores sdo, na maioria, maiores do que as
divergéncias consideradas por Vences et al. (2005a, 2005b) para separar espécies, reforcando
T. taophora como espécie (Feio et al. 2006; Fitzpatrick et al. 2009). A separa¢do genética
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entre 0s grupos internos de T. taophora (H) encontrados na topologia coincide com 0s
resultados de Fitzpatrick et al. (2009), inclusive a grande divergéncia entre o haplogrupo H-
IV (populacdo da EE Juréia-Itatins) e os outros haplogrupos da espécie. Outro resultado
interessante sobre T. taophora é quanto a distribuicdo da espécie, que até entdo era conhecida
até Ubatuba-SP. Alguns individuos de T. miliaris do litoral do Rio de Janeiro (clado G,
haplogrupo G-1V) sdo sintopicos a individuos de T. taophora (haplogrupo H-I) em Paraty-RJ
(Tarituba — L71; Praia das Laranjeiras — L73), indicando que essas espécies podem co-existir
em algumas localidades.

A distribuicdo dos clados coincide com regides de clima temperado (Thoropa
saxatilis) e clima tropical Brasil central (T. megatympanum, T. miliarise T. taophora), sendo
que todos os clados encontram-se em regides semi-Umida, Umida ou super Umida. Todas as
espécies do género tém preferéncia por rochas Umidas ou com fluxo baixo de &gua
(Caramaschi & Sazima 1984; Cocroft & Heyer 1988; Feio 2002; Feio et al. 2006). Thoropa
megatympanum (B) é também um clado com preferéncias por locais com umidades relativas
mais baixas, inclusive ocorrendo em regides proximas a transi¢dao do Cerrado-Caatinga.

Considerando posicdo geografica de falhas e lineamentos neotectdnicos (Saadi et al.
2002), algumas quebras genéticas de Thoropa grupo miliaris coincidem com a Falha do Rio
Aracuai, a Falha de Caratinga, a Descontinuidade crustal do Alto Grande, a Zona de falhas do
além Paraiba, a Descontinuidade crustal do Rio Paraiba do Sul e o Lineamento de Guapiara
(Figura 21). Todas essas falhas e lineamentos foram identificadas como possiveis explicacfes
para a diversificacdo em anuros do grupo de Rhinella crucifer (Thomé et al. 2010) e o
Lineamento de Guapiara possivelmente separou linhagens da abelha Melipona quadrifasciata
(Batalha-Filho et al. 2010).

A maioria dos estudos de filogeografia e diversificagdo na Mata Atlantica encontram
quebras genéticas em trés regiGes principais, coincidentes com as regides de refugios
putativos encontrados por Carnaval & Moritz (2008) e Carnaval et al. (2009): uma ao sul do
estado de Pernambuco; uma na regido do rio Doce no estado Espirito Santo; e uma no estado
de S&o Paulo (Batalha-Filho & Miyaki 2011). Os clados encontrados de Thoropa grupo
miliaris mostram coincidéncia com duas dessas quebras: a quebra do estado de Sao Paulo e a
quebra do rio Doce no Espirito Santo. A quebra de Sdo Paulo também foi encontrada para
serpentes (Grazziotin et al. 2006), aves (Cabanne et al. 2007; Cabanne et al. 2008; d’Horta et
al. 2011), morcegos (Martins et al. 2009), abelhas (Batalha-Filho et al. 2010) e anfibios
(Carnaval et al. 2009; Fitzpatrick et al 2009; Brunes et al. 2010; Thomé et al. 2010). A quebra
do rio Doce foi citada como importante para a diversificacdo de aves (Cabanne et al. 2007);
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Figura 21: Distribuicdo dos grandes clados encontrados para Thoropa grupo miliaris, e
localizacdo aproximada de falhas e lineamentos quaternérios (sensu Saadi et al. 2002).
Altitudes mostradas em cinza variam em gradiente, a partir de branco (intervalo de 0 a 100 m
acima do nivel do mar) e indo até preto (de 2900 a 3000 m acima do nivel do mar).
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Cabanne et al. 2008; d’Horta et al. 2011); e anfibios (Carnaval et al. 2009; Fitzpatrick et al.
2009; Brunes et al. 2010; Thomé et al. 2010).

Embora seja possivel estimar tempos de divergéncia e tempos dos ancestrais comuns
mais recentes de linhagens a partir de sequéncias de DNA, ndo existe uma concordancia
universal sobre como usar as diferencas moleculares nessas estimativas (Lara & Patton
2000). Os resultados obtidos com 0 tyrca indicam que a maioria dos ancestrais comuns mais
recentes datam possivelmente do Mioceno e Plioceno, e alguns no Pleistoceno. Os tempos de
divergéncia calculados com o da, por outro lado, datam na maioria do Plioceno. Esses
resultados sdo condizentes com os resultados geralmente encontrados para anfibios e répteis
da Mata Atlantica, em que os tempos de divergéncia sdo geralmente estimados para o
Mioceno e Plioceno (e.g. Pellegrino et al. 2005; Grazziotin et al. 2006; Fitzpatrick et al. 2009;
Brunes et al. 2010; Thomé et al. 2010) e geralmente mais antigos do que outros grupos
animais, como peixes, insetos, aves e mamiferos (mais detalhes em Turchetto-Zolet et al.
2012).

Os tempos dos ancestrais comuns mais recentes de Thoropa miliaris e T. taophora
foram também estimados para o Mioceno, o Plioceno e o Pleistoceno em Fitzpatrick et al.
(2009). Além disso, os valores de tyrca encontrados em Fitzpatrick et al. (2009) para T.
taophora assemelham-se aos valores desse estudo: 0,5-1,1 Ma para o clado equivalente a H-11
+ H-I11, 0,2-0,3 Ma para o clado equivalente a H-1, e 0,2 Ma para o clado equivalente a H-1V.

Apesar de Thoropa grupo miliaris ter linhagens em regifes montanhosas, e de
existirem datacOes para o surgimento de algumas montanhas da Mata Atlantica, como a Serra
do Mar, Serra da Mantiqueira e Serra do Espinhaco (estima-se que 0 soerguimento dessas
cadeias tenha se iniciado no periodo Cretaceo e prosseguido até provavelmente 20 000 anos
atrds - Petri & Fulvaro 1983; Mello et al. 1985; Riccomini et al. 1989), relacionar o
surgimento das linhagens com a formacdo dessas cadeias de montanhas necessitaria de

maiores estudos sobre a dispersdo e vicariancia das populacdes.
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CONCLUSOES

Esse € o primeiro estudo de filogeografia e filogenia do género Thoropa que utiliza
uma amostragem ampla de todas as espécies do género passiveis de terem fragmentos de
DNA sequenciados. Quanto ao objetivo (i) (esclarecer a histéria evolutiva de Thoropa
miliaris), encontrei que a espécie é composta por pelo menos cinco clados claramente
definidos, parafiléticos em relacdo a T. taophora. Este complexo deve ser estudado com
maior énfase tanto em bases moleculares quanto morfoldgicas e acusticas, pois
aparentemente ha pelo menos mais duas espécies ndo descritas (populacdo da Juréia e as
populacdes das altas montanhas do Espirito Santo e Rio de Janeiro). A historia evolutiva
ainda ndo foi bem esclarecida neste estudo, devido sua complexidadade.

Quanto ao objetivo (ii) (conhecer a estrutura genética das populacdes de Thoropa
megatympanum e T. saxatilis), conclui-se que as duas espécies sdo monofiléticas, com clados
estruturados. Thoropa megatympanum distribui-se pela Cadeia do Espinhaco e serras
préximas, em uma regido com clima pouco umido. E T. saxatilis distribui-se pela Serra Geral
do sul do Brasil, em locais de clima temperado.

Quanto ao objetivo (iii) (entender como se relacionam filogeneticamente as espécies
de Thoropa grupo miliaris), conclui-se que Thoropa grupo miliaris inclui oito clados, porém
a relacdo entre os clados nao ficou clara. Possivelmente, T. megatympanum e T. saxatilis sdo
as espécies mais basais do grupo. Thoropa miliaris é uma espécie formada por cinco clados
geneticamente distintos e parafiléticos em relacdo a T. taophora. Thoropa taophora é um
grupo monofilético e foi o Gltimo clado a divergir. Além disso, a maioria das diversificacfes
ocorridas no grupo data do Mioceno e Plioceno.

Em se tratando de uma das hipoteses que intencionei testar (a; sobre o sentido norte-
sul da diversificagdo do grupo) pode-se concluir que, considerando os mesmos clados
analisados por Fitzpatrick et al. (2009), a diversificagcdo possivelmente ocorreu do norte para
sul, visto que Thoropa taophora (estado de Sao Paulo) foi o ultimo clado a divergir, e T.
miliaris do litoral do Rio de Janeiro e Serra dos Orgdos foi o penultimo clado a divergir.
Quanto a outra hipétese (b; se a linhagem de Thoropa taophora da Juréia é uma espécie
endémica da regido), pode-se concluir, corroborado mesmo com o0 aumento da amostragem
na regido da Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins, que o clado interno de Thoropa taophora que
corresponde a linhagem da Juréia continuou mostrando-se como um clado divergente,

podendo ser essa linhagem uma espécie endémica da regido.
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