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RESUMO

As forcas de selecdo natural e sexual atuam sobre os individuos e podem os levar
ao isolamento reprodutivo. O acumulo de modificagdes evolutivas pode levar ao
surgimento de novas entidades. Espécie € unidade basal em biologia; assim, com
sua exuberante biodiversidade, a Mata Atlantica é uma floresta neotropical
fundamental para estudos de processos evolutivos em anfibios anuros. Reunindo os
géneros Cycloramphus, Thoropa e Zachaenus, a familia Cycloramphidae agrupa
espéecies de anuros saxicolas e terrestres, todas endémicas da Mata Atlantica
brasileira. Pelos seus habitos especializados de vida e reproducdo, os
cicloramfideos formam um grupo atrativo para estudos evolutivos. Na presente tese
sdo apresentados quatro capitulos que abordam trés escalas distintas da evolugao:
a diversificacdo entre espécies, populagdes e individuos. Sdo abordados: (1) a
filogenia molecular multilocus de Cycloramphus-Zachaenus, demonstrando que a
evolucdo da terrestrialidade no clado se correlaciona com o dimorfismo sexual em
tamanho; (2) a diversificagdo fenotipica associada a diversificagbes genéticas em
populagdes de C. boraceiensis e C. dubius, demonstrando que estas duas espécies-
irmas saxicolas apresentam zona de contato e hibridagdo; (3) o sistema de
acasalamento promiscuo e as relagdes sociais em C. boraceiensis, demonstrando
que tamanho das fémeas e dos machos e parentesco genético influenciam a
formagao dos casais; e (4) o sistema de acasalamento poliginico com fidelidade na
espécie saxicola Thoropa taophora, estendendo o sistema harémico para todos os

tetrapodes.

analises comparativas, anfibios, Cycloramphus, ddRADseq, dimorfismo
sexual, discordancia mitonuclear, evolugao correlacionada, filogenia molecular
multilocus, hibridacao, microssatélites, parentesco genético, reconstrugao
ancestral, selecao sexual, sistema de acasalamento, sucesso reprodutivo,

tamanho do corpo, Thoropa, Zachaenus, zona de contato.



ABSTRACT

Natural and sexual selection forces act on individuals and may lead to reproductive
isolation. The increase in evolutionary modifications may lead to the emergence of
new entities. Species is the basal unity in biology; thus, with its exuberant
biodiversity, the Atlantic rainforest is a fundamental Neotropical forest for studies of
evolutionary processes in anuran amphibians. Comprising the genera Cycloramphus,
Thoropa, and Zachaenus, the family Cycloramphidae gathers saxicolous and
terrestrial anuran species, all endemic to the Brazilian Atlantic rainforest. Because of
their specialized life and reproductive habits, cycloramphids are an attractive group
for evolutionary studies. In the present thesis we show four chapters that address
three distinct scales of evolution: the diversification among species, populations, and
individuals. We goaled: (1) the multilocus molecular phylogeny of Cycloramphus-
Zachaenus, demonstrating that the evolution of terrestriality in the clade is correlated
with the sexual size dimorphism; (2) the phenotypic diversification associated with
the genetic diversifications in populations of C. boraceiensis and C. dubius,
demonstrating that these two saxicolous sister species show a contact zone and
hybridization; (3) the promiscuous mating system and the social relations in C.
boraceiensis, demonstrating that female and male sizes, and mate relatedness
influence pair formation; and (4) the polygynic mating system with fidelity in the
saxicolous species Thoropa taophora, extending the haremic system for all

tetrapods.

amphibians, ancestral reconstruction, body size, comparative analyses,
contact zone, correlated evolution, Cycloramphus, ddRADseq, hybridization,
mate relatedness, mating system, microsatellite, mitonuclear discordance,
multilocus molecular phylogeny, reproductive success, sexual dimorphism,

sexual selection, Thoropa, Zachaenus.
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INTRODUGAO GERAL
PROCESSOS EVOLUTIVOS: DIVERSIFICAGAO E ESPECIAGAO

Apesar dos diversos conceitos, muitas vezes até mesmo parcialmente
incompativeis, espécie ainda constitui uma unidade fundamental na biologia (Mayr
1982, Claridge et al. 1997, Jackson et al. 2017). O ponto principal do conceito de
espécie esta vinculado a sua delimitacdo, norteando a resolucao das fronteiras e da
quantidade das entidades consideradas existentes (de Queiroz 2007). No entanto,
devido a discordancia sobre os critérios para reconhecimento das entidades, a
delimitacdo das espécies € uma das questdes mais desafiadoras da filogenética e
da genética de populagdes (Coyne & Orr 2004). Em esséncia, a interrupgéo do fluxo
génico é o que proporciona a conclusdo da formacédo de novas espécies e, desta
forma, de Queiroz (2007) propde um conceito unificado de espécie, retendo apenas
o elemento comum de todas as propostas anteriores: espécies sao linhagens
metapopulacionais que estdo sob o0s mesmos e independentes processos

evolutivos.

Em organismos relacionados, o quao o fluxo génico sera responsavel pela
variagdo genética entre populagdes distintas esta fortemente associado aos diversos
processos mutacionais, distribuicbes geograficas, histérias naturais e regimes de
selecéo envolvidos (Endler 1973, Slatkin 1987, Barraclough & Vogler 2000, Servedio
& Boughman 2017). Particularmente nos processos relacionados a adaptacéo e
especiagao locais, a selecdo sexual desempenha diversas e complexas funcgoes,
podendo ndo s6 promover como também em alguns casos inibir tais processos
(Emlen & Oring 1977, Andersson 1994, Servedio & Boughman 2017, Cooney et al.
2017). Existe um amplo conjunto de evidéncias indicando que a selegcdo sexual de
fato contribui para os processos de especiagao; entretanto, hoje se compreende que
a selecdo sexual tem atuagdo apenas em conjunto com a seleg¢ao natural (Servedio
& Boughman 2017).

DIVERSIDADE E ENDEMISMO DOS ANUROS NA MATA ATLANTICA

As florestas neotropicais do dominio da Mata Atlantica sdo excelentes locais

de estudo para a compreensao dos processos de diversificagdo e especiacao, pois
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abrigam uma das biodiversidades mais vastas do mundo (Morellato & Haddad 2000,
Corlett & Primack 2005, Carnaval et al. 2009). Particularmente com relagdo aos
anfibios anuros, a alta diversidade e o elevado indice de endemismos s&o
marcadamente observaveis em areas montanhosas da Mata Atlantica. Este fato se
deve a forte associacdo destas areas com uma elevada variedade climatica e
ambiental (variagbes em niveis de umidade, variagbes em temperatura e topografias
acidentadas; Heyer & Maxson 1983, Silva et al. 2012, Vasconcelos et al. 2019). Esta
variedade em caracteristicas climaticas e ambientais proporciona inumeros

microhabitats adequados ao desenvolvimento dos anuros.

Quando comparados aos outros tetrapodes, os anuros apresentam baixa
capacidade de dispersdao, o que reflete em elevada filopatria e evidentes
estruturagdes filogeograficas (Beebee 1996, Zeisset e Beebee 2008, Brunes et al.
2015, Rodriguez et al. 2015). A variedade em microhabitats na Mata Atlantica,
somada a filopatria dos anuros, gera condigdes que exigem adaptagdes extremas a
sobrevivéncia, que, por sua vez, podem levar ao surgimento de endemismos dentro
de uma rede natural de barreiras ao fluxo génico (Carnaval et al. 2009, Vasconcelos
et al. 2014, Vasconcelos et al. 2019). Estas interagbes animal-ambiente s&o
perceptiveis pela exuberante diversidade em espécies de anuros na Mata Atlantica,
apresentando variadas morfologias, biologias e comportamentos (Haddad & Prado
2005, Haddad et al. 2013).

FAMILIA CYCLORAMPHIDAE (ANURA)

Cycloramphidae é uma familia de anuros que ocorre exclusivamente na Mata
Atlantica do Brasil, sendo composta pelos géneros Cycloramphus, Thoropa e
Zachaenus (Frost et al. 2006, Grant et al. 2006, Fouquet et al. 2013, Jetz & Pyron
2018). No entanto, o monofiletismo dos géneros vigentes ainda n&o esta totalmente
demonstrado (Heyer 1983, Heyer & Maxson 1983, Verdade 2005, Sabbag et al.
2018). Os cicloramfideos sdo encontrados em regides montanhosas das formagdes
de Mata Atlantica, ocorrendo desde o estado do Rio Grande do Sul até a porgao sul

do estado da Bahia.
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Apesar do pouco conhecimento acerca da historia natural de tais espécies,
dois agrupamentos ecomorfolégicos séo distinguiveis para Cycloramphus, sendo um
grupo terrestre e o outro saxicola (Verdade 2005). As espécies de Zachaenus se
assemelham aos Cycloramphus terrestres (Lutz 1947, Heyer & Crombie 1979,
McDiarmid & Altig 1999, Verdade 2005, Brasileiro et al. 2007, Zocca et al. 2014).
Com membros curtos e auséncia de membranas interdigitais, os cicloramfideos
terrestres sdo espécies que vivem associadas a serapilheira de areas florestadas ou
ao solo de campos de altitude, com algumas delas apresentando habitos
semifossoriais. A reprodugdo ocorre no proprio ambiente terrestre. Os ovos
terrestres sdo grandes e despigmentados, sendo depositados em cavidades umidas,
embaixo de troncos ou em tocas. Ha cuidado com a prole envolvendo um ou ambos
os parentais. Os girinos terrestres eclodem bastante desenvolvidos e s&o
endotréficos. Por sua vez, as espécies de Thoropa se assemelham aos
Cycloramphus saxicolas (Bokermann 1965, Cocroft & Heyer 1988, Haddad &
Sazima 1989, Giaretta & Facure 2003, Giaretta & Facure 2004, Verdade 2005). Com
o corpo achatado e membranas interdigitais desenvolvidas, os Cycloramphus
saxicolas sao espécies que vivem associadas a riachos encachoeirados de areas
florestadas ou campos de altitude. A reprodugdo ocorre no préprio ambiente
saxicola. Os ovos terrestres sdo também grandes e despigmentados, sendo
depositados sobre rochas emergentes nos riachos ou em fendas umidas de
pareddes rochosos nas proximidades de cachoeiras. Ha cuidado paternal, com os
machos altamente territoriais defendendo ativamente as desovas. Os girinos

semiterrestres eclodem em estagios iniciais de desenvolvimento e sao exotroficos.

OBJETIVOS

Na presente tese sdo apresentados quatro capitulos de estudos de processos
evolutivos de diversificagdo e especiacdo em espécies dos géneros Cycloramphus,
Thoropa e Zachaenus (familia Cycloramphidae), anuros endémicos da Mata
Atlantica do Brasil. Com o uso de ferramentas moleculares e incluindo dados
morfoldgicos, bioldgicos, ecoldgicos e comportamentais, sdo abordadas trés escalas
distintas da evolucdo: a diversificagdo entre espécies, entre populacdes e entre
individuos. Especificamente, os capitulos abordam:
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I. A diversificagdo entre espécies: por meio da construcdo da filogenia
molecular multilocus do clado Cycloramphus-Zachaenus e, incluindo
meétodos de reconstrucido de estados ancestrais e analises comparativas, é
demonstrado como a evolugdo da terrestrialidade nos cicloramfideos se

correlaciona com o dimorfismo sexual em tamanho.

II. A diversificagdo entre populagdes: por meio do estudo de variagdes
fenotipicas (padrbes morfolégicos dorsais) associadas a variagdes
gendmicas (SNPs; sequenciamento de proxima geragdo) e a variagdes de
um fragmento de gene mitocondrial (76S), € demonstrado como se
caracteriza a zona de contato entre as linhagens das espécies-irmas

saxicolas Cycloramphus boraceiensis e C. dubius.

llIl. A diversificacdo entre individuos: por meio de genotipagem de
microssatélites e analises genéticas de parentesco, € demonstrado como
se caracteriza o sistema de acasalamento em Cycloramphus boraceiensis,
evidenciando as relagdes entre tamanho do corpo, parentesco genético,
escolha de parceiros e sucesso reprodutivo.

IV. A diversificagcdo entre individuos: por meio de caracterizacéo larval e de
registros comportamentais do ritual de corte, é demonstrado como se
caracteriza o sistema de acasalamento em Thoropa taophora,
evidenciando a fidelidade entre parceiros e apresentando um novo sistema
de acasalamento para anfibios, o qual ja era conhecido para todos os
demais tetrapodes.
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CONCLUSOES GERAIS

O ancestral comum do clado Cycloramphus-Zachaenus foi provavelmente
pequeno, saxicola e com baixo dimorfismo sexual em tamanho. A partir desse
ancestral, a terrestrialidade evoluiu independentemente trés vezes. Ao longo
da evolugdo ha uma associagao significativa entre o habitat reprodutivo e o
dimorfismo sexual em tamanho. As passagens para a reproducdo terrestre
evoluiram de modo correlacionado com diminuicdes no tamanho de corpo dos
machos, mas ndo no tamanho de corpo das fémeas. A reproducgao terrestre
aumenta a disponibilidade de sitios reprodutivos, além de resultar em uma
maior ocultagdo do amplexo, da oviposi¢cao e do cuidado parental, reduzindo
assim a competicdo intrasexual dos machos em todos os estagios
reprodutivos. E inferido que a evolugdo da reproducdo terrestre
correlacionada com o tamanho menor dos machos € decorrente de uma
atenuacio na intensa competigdo macho-macho, que ¢ tipica na reprodugao
saxicola (por ser mais exposta).

Na zona de contato secundaria das espécies-irmés saxicolas Cycloramphus
boraceiensis e C. dubius esta ocorrendo hibridagc&do entre linhagens, havendo
discordancia mitonuclear e introgressao assimétrica de alelos nucleares. A
distribuicdo do padrdo morfologico dorsal das linhagens segue
aproximadamente a distribuicdo das variagdes genémicas (dados nucleares).
E inferido que principalmente uma dispersdo maior das fémeas em relagéo
aos machos somada a competigao intrasexual interespecifica (de fémeas e de
machos) esta promovendo as discordancias genéticas e fenotipica
encontradas. Esta zona hibrida ocorre precisamente em uma regido
altamente diversificada e historicamente dindmica, com contragcbes e
expansdes conhecidas para uma ampla gama de espécies. Contatos
secundarios afetam a distribuigdo das variagées genéticas e fenotipicas,
contribuindo para a origem e manutengao da diversificacdo na Mata Atlantica.
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A espécie Cycloramphus boraceiensis apresenta um sistema de
acasalamento promiscuo, com ambos fémeas e machos tendo parceiros
sequenciais. Ocasionalmente ha formagdes recorrentes de pares, mas o0s
dados de fidelidade sdo inconclusivos. As fémeas maiores tém vantagens
reprodutivas. As vantagens reprodutivas dos machos maiores variam de
acordo com as distintas condicdes ambientais e populacionais. Na formagao
dos casais n&o ha correlagdo de tamanhos entre fémeas e machos, porém os
casais formados sao geneticamente mais relacionados do que a média
populacional. Com ambos fémeas e machos competindo por recursos, os
resultados sugerem que o parentesco genético influencia a estrutura social
em C. boraceiensis. Este sistema promiscuo com cuidado parental dos

machos é organizado de modo nao aleatoério, provavelmente envolvendo

competicdo intrasexual marcante tanto para os machos como para as fémeas.

Ao longo de estagdes reprodutivas prolongadas, a espécie Thoropa taophora
apresenta sistema de acasalamento poliginico com macho unico e alta
fidelidade intragrupo, o que também é referido como harém. O macho
monopolizador domina o sitio reprodutivo que é escasso, guardando a prole e
reproduzindo exclusivamente com duas fémeas. Este sistema provavelmente
evoluiu em resposta a intensa competicdo por sitios reprodutivos e a intensa
competigcao intrasexual por parceiros. Este sistema de acasalamento n&o era

conhecido para anfibios e € aqui estendido para todos os tetrapodes.
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