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RESUMO

Thoropa Cope, 1865 (Anura: Cycloramphidae) é um género de rds endémicas do dominio Mata
Atlantica e de ecotonos associados. Possui atualmente seis espécies (T. miliaris, T.
petropolitana, T. taophora, T. lutzi, T. megatympanum e T. saxatilis), divididas em dois grupos
morfolégicos: grupo petropolitana (T. petropolitana e T. lutzi) e grupo miliaris (T. miliaris, T.
taophora, T. megatympanum e T. saxatilis). Todas as espécies se reproduzem e se desenvolvem
em rochas molhadas de agua doce, encontradas em afloramentos rochosos, cachoeiras e riachos.
Um estudo recente sobre a filogenia molecular mostrou que T. miliaris é parafilética a T.
taophora, e que T. taophora, T. megatympanum e T. saxatilis sdo monofiléticas com alto
suporte (Sabbag et al. 2018). Esse estudo também encontrou diversos clados dentro de cada
uma das espécies, especialmente em T. miliaris. Porém, ndo foi possivel estudarem
molecularmente as espécies do grupo petropolitana porque existe apenas uma amostra de DNA
disponivel para o grupo. No presente trabalho, estudamos aspectos genéticos e morfologicos
das seis espécies do género a fim de investigar a diversidade molecular previamente encontrada,
a parafilia de T. miliaris e as caracteristicas morfoldgicas das espécies que coincidam com a
diversidade genética conhecida. Encontramos que os clados conhecidos de T. miliaris sdo
linhagens evoluindo separadamente e que os clados conhecidos de T. taophora fazem parte de
uma linhagem Unica. Thoropa miliaris e T. taophora sdo reciprocamente monofiléticas.
Também encontramos que a diversificacdo desse complexo de espécies parece ter ocorrido
muito mais tarde do que havia sido publicado. As espécies do grupo petropolitana possuem
algumas diferencas morfoldgicas externas em adultos e larvas que permite distingui-las do
grupo miliaris. Dentro do grupo miliaris é possivel distinguir T. megatympanum e T. saxatilis,
embora com poucas caracteristicas diagnésticas. Dentro do complexo T. miliaris + T. taophora,
entretanto, ndo encontramos caracteristicas morfologicas que coincidam com a diversidade
genética conhecida e tampouco pudemos diferenciar as duas espécies validas. Fizemos também

uma revisao taxonémica de T. petropolitana com a designacdo de um neo6tipo.

Palavras-chave: delimitacdo de espécies, Filogendmica Ancorada, linhagens, anfibios, Mata

Atlantica, Campo rupestre, caracteres externos, anuros adultos, girinos, taxonomia



ABSTRACT

Thoropa Cope, 1865 (Anura: Cycloramphidae) is a frog genus endemic to theAtlantic forest
domain and associated ecotones. It comprises six species (T. miliaris, T. petropolitana, T.
taophora, T. lutzi, T. megatympanum and T. saxatilis), divided in two morphological groups:
petropolitana group (T. petropolitana and T. lutzi) and miliaris group (T. miliaris, T. taophora,
T. megatympanum and T. saxatilis). All the species reproduce and develop in freshwater wet
rocks that can be found in rock outcrops, waterfalls and streams. A recent study on molecular
phylogeny has shown that T. miliaris is paraphyletic in respect to T. taophora and that T.
taophora, T. megatympanum and T. saxatilis are monophyletic with high support. This study
also found many clades inside each of those species, especially within T. miliaris. Nevertheless,
it was not possible to study molecular aspects of the petropolitana group because there is only
one DNA sample available for the group. In this work, we studied genetic and morphological
aspects of all six species of the genus in order to investigate the molecular diversity found
previously, the paraphyly found for T. miliaris, and the species morphological characteristics
that coincide with the known genetic diversity. We found that the known clades of T. miliaris
are separately evolving lineages and that the clades of T. taophora are part of a whole lineage.
Thoropa miliaris and T. taophora are reciprocally monophyletic. We also found that the
diversification of this species complex seems to have happened much later than previously
known. The species of petropolitana group possesses some external morphological differences
in adults and larvae that allow them to be separated from species of the miliaris group. Within
miliaris group it is possible to distinguish T. megatympanum and T. saxatilis although with few
diagnostic characteristics. Inside the complex T. miliaris + T. taophora, however, we could not
find morphological characteristics that coincide with the known genetic diversity, neither we
could differentiate the two valid species. We also did a taxonomic review of T. petropolitana
with a neotype designation.

Keywords: species delimitation, Anchored Phylogenomics, lineages, amphibians, Atlantic

forest, external characters, adult anurans, tadpoles, taxonomy
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INTRODUCAO GERAL

O género Thoropa Cope, 1865 (Amphibia: Anura: Cycloramphidae) é um grupo de rés
que ocorre exclusivamente no Brasil no dominio da Mata Atlantica (sensu Ab’Saber 1977) e no
campo rupestre (Silveira et al. 2016), da Bahia até o Rio Grande do Sul, com excecdo do Parana.
Vivem e se reproduzem em afloramentos rochosos imidos, como cachoeiras, quedas d’agua,
formagdes rochosas com agua doce ou pedras em riachos de vazdo baixa (Bokermann 1965;
Caramaschi e Sazima 1984; Cocroft e Heyer 1988; Feio et al. 2006), em geral expostos ao sol
(Giaretta e Facure 2004; Consolmagno et al. 2016).

A historia natural das espécies de Thoropa € parcialmente conhecida. Todas as espécies
do género reproduzem-se nesses filmes de 4gua doce que escorrem sobre rochas, onde as fémeas
depositam os ovos e onde os girinos exotréficos semiterrestres se desenvolvem (Barth 1956;
Bokermann 1965; Heyer e Crombie 1979; Giaretta e Facure 2004; Haddad e Prado 2005). Os
machos de algumas espécies do género sdo conhecidos por serem territoriais (T. miliaris, T.
petropolitana, e T. taophora), poliginicos (T. taophora) e cuidarem da desova (T. petropolitana
e T. taophora) (Heyer e Crombie 1979; Giaretta e Facure 2004; Muralidhar et al. 2014;
Consolmagno et al. 2016). Em termos de dieta, as espécies de Thoropa sdo generalistas, se
alimentando de diversos grupos de invertebrados (Bokermann 1965; Siqueira et al. 2006),
especialmente formigas (Brasileiro et al. 2010). Em populacGes litoraneas, invertebrados
marinhos (e.g. Ligia oceanica) constituem importantes itens alimentares (Sazima 1971;
Brasileiro et al. 2010), o que evidencia a tolerancia dessas populacfes a ambientes de salinidade
elevada (Abe e Bicudo 1991).

Thoropa contém seis espécies validas: T. miliaris (Spix, 1824), T. petropolitana
(Wandolleck, 1907), T. taophora (Miranda-Ribeiro, 1923), T. lutzi Cochran, 1938, T.
megatympanum Caramaschi e Sazima, 1984 e T. saxatilis Cocroft e Heyer, 1988 (Figura 1).
Thoropa lutzi e T. petropolitana formam o chamado grupo petropolitana e as restantes fazem
parte do grupo miliaris (Sabbag et al. 2018).
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Figura 1: Espécies validas do género Thoropa. (a) T. miliaris, Santa Teresa, ES, foto de J. P. Pombal Jr; (b) T.
petropolitana, Teresopolis, RJ, foto de Eugénio Izechson; (c) T. taophora, Ubatuba, SP, foto de Célio F. B. Haddad;
(d) T. lutzi, Mimoso do Sul, ES, foto de Jodo L. Gasparini; (¢) T. megatympanum, Botumirim, MG, foto de
Fernando Leal; e (f) T. saxatilis, Sdo Francisco de Paula, RS, foto de Patrick Colombo.
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Com excecdo de T. saxatilis, as espécies de Thoropa do grupo miliaris ocorrem em
abundancia. Thoropa miliaris e T. taophora habitam desde costdes rochosos no nivel do mar até
cachoeiras e afloramentos rochosos a cerca de 1500 m de altitude. Thoropa miliaris é a espécie
com distribuicdo mais ampla, sendo conhecida para os estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Minas Gerais e sul e sudeste do estado da Bahia (Feio et al. 2000, 2006) (Figura 2). T. taophora,
por outro lado, apresenta distribuicéo restrita a Serra do Mar e litoral do estado de S&o Paulo
(Maxson e Heyer 1982; Feio et al. 2006) (Figura 2). Thoropa megatympanum ocorre no campo
rupestre (sensu Silveira et al. 2016), que localiza-se em um ecotono de Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica na Cadeia do Espinhago (Silveira et al. 2016), no estado de Minas Gerais e centro-sul
da Bahia (Leite et al. 2008; Sabbag et al. 2018) (Figura 2).

Das seis espécies do género, trés se encontram em alguma categoria de ameaca em listas
internacionais, nacionais e regionais (Tabela 1), incluindo as contidas no grupo petropolitana
(Thoropa lutzi e T. petropolitana). Thoropa petropolitana era conhecida por ocorrer na Serra
dos Orgaos, estado do Rio de Janeiro (Figura 2), e permanece sem novos registros desde 1982
apesar de constantes esforcos de coleta. Thoropa lutzi era conhecida para os arredores da cidade
do Rio de Janeiro (Izecksohn e Carvalho-e-Silva 2001), onde é considerada desaparecida, e para
as regides serranas do Espirito Santo e leste de Minas Gerais onde ainda é encontrada (Sabbag
et al. 2018) (Figura 2). Thoropa saxatilis € restrita ao sul do Brasil e ainda é encontrada nas
encostas da Serra Geral, desde Santa Catarina até o Rio Grande do Sul (Cocroft e Heyer 1988)
(Figura 2). T. saxatilis ndo é encontrada na localidade tipo desde a descri¢do, sendo atualmente
conhecida de poucas localidades. Uma das hipoteses para o desaparecimento dessas populacdes
e espécies ¢ a reducao do ambiente desses animais, causada especialmente pela acdo humana. A
crescente acdo antropica sobre o dominio da Mata Atlantica j& reduziu sua area total a quase
10% da area original (Ribeiro et al. 2009), uma das razdes pelas quais ela é considerada ha anos

como uma area prioritaria para a conservacao da biodiversidade (Myers et al. 2000).
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Figura 2: Distribuicdo encontrada para as espécies do género Thoropa baseada em exemplares analisados
nesta tese. Altitude mostrada em escala de cinza, sendo o cinza mais claro representativo do nivel do mar.
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Tabela 1: Classificacdo das espécies de Thoropa quanto a categoria de ameaca, na lista internacional
(“Global”, Carvalho-e-Silva e Peixoto 2004; Garcia 2004; Garcia et al. 2010; Caramaschi et al. 2010), na
lista nacional (ICMBio 2018), e nas listas estaduais, por unidade federativa (IPEMA 2007; Estado de Sao
Paulo 2009; FATMA 2011; Rio Grande do Sul 2014). As categorias seguem a padronizacdo da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (em inglés: IUCN), sendo: DD = dados insuficientes; LC =
ndo preocupante; VU = vulneravel; EN = ameagada; CR = criticamente em perigo. O simbolo “-” é para
€asos em que a espécie ndo ¢ conhecida para a unidade federativa e o simbolo “?” ¢ para espécies ndo
mencionadas ou ndo encontradas em listas. O simbolo “*” refere-se a uma classificacdo suposta para T.
taophora na lista internacional, que é a mesma classificacdo de T. miliaris em razéo da sinonimia desfeita
por Feio et al. (2006).

Espécie T. lutzi T. megatympanum  T.miliaris  T. petropolitana  T. saxatilis T. taophora

Global EN LC LC VU NT LC*

Nacional DD LC LC EM VU LC
BA - ? ? - - -
MG - ? ? - - -

< ES EN - ? CR - -

g RJ ? - ? ? - -

g sp . - LC DD . LC
SsC - - ? - CR -
RS - - ? - EN -

A partir de dados moleculares, Sabbag et al. (2018) avaliaram a distribuicdo da
diversidade genética, as relacfes filogenéticas e os tempos de divergéncia no grupo miliaris
(Sabbag et al. 2018) (Anexo 1). Encontraram que as quatro espécies desse grupo possuem
subestrutura que varia entre dois e cinco clados por espécie, sendo Thoropa miliaris a mais
estruturada delas (Sabbag et al. 2018) (Figura 3). Recuperaram o grupo miliaris como
monofilético, Thoropa megatympanum, T. saxatilis e T. taophora como monofiléticas e T.
miliaris como parafilética em relacdo a T. taophora (Sabbag et al. 2018) (Figura 3). Clados de
T. miliaris e T. taophora ocorreram em simpatria ou sintopia em algumas localidades, como
Paraty e Santa Maria Madalena (RJ), Carangola (MG), Domingos Martins, Cachoeiro de
Itapemirim e Santa Teresa (ES) (Sabbag et al. 2018) (Figura 4). Por fim, o rel6gio molecular
utilizado indicou que as especies iniciaram seu processo de divergéncia provavelmente no
Mioceno (cerca de 30 milhGes de anos atras) sendo que T. saxatilis teria sido a primeira a
divergir, seguida de T. megatympanum que, por sua vez, é irma do complexo de T. miliaris + T.
taophora (Sabbag et al. 2018).
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Figura 3: Arvore filogenética de consenso de 50%, elaborada com genes concatenados, obtida por inferéncia Bayesiana, mostrando os clados internos das quatro
espécies de Thoropa do grupo miliaris. Circulos pretos correspondem a localidades com simpatrias ou sintopias de clados. Os simbolos de cada clado sdo simbolos

servem para a localizagdo no mapa da “Figura 4”. Modificado

de Sabbag et al. (2018).
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Figura 4: Distribuicdo conhecida dos clados de Thoropa do grupo miliaris. Os sinais de adi¢do indicam as
localidades-tipo das espécies do género Thoropa, sendo TL1, TL2, TL3, TL4, TL5 e TL6, respectivamente T.
saxatilis, T. megatympanum, T. miliaris, T. taophora, T. lutzi e T. petropolitana. Os quadrados indicam as
localidades com simpatrias ou sintopias de clados, com cores especificas de cada caso. Retirado de Sabbag et
al. (2018). Altitude mostrada em escala de cinza, sendo o branco representativo do nivel do mar.
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Nesta tese acessamos a variagdo molecular e morfologia externa de adultos e girinos de
Thoropa para explorar algumas questdes que permaneceram abertas com o trabalho de Sabbag
et al. (2018). Nosso primeiro objetivo foi caracterizar a estrutura genética das populacbes do
complexo de Thoropa miliaris e T. taophora, investigando possiveis hibridacdes e fluxo génico
entre os clados identificados por Sabbag et al. (2018) (capitulo 1). O segundo objetivo foi
averiguar a validade das diagnoses publicadas para as seis espécies do género e procurar
possiveis caracteristicas morfoldgicas coincidentes com o padrdo da diversidade genética
encontrada no grupo miliaris (capitulo 2). Por fim, fizemos uma revisdo de T. petropolitana

para efetivar ajustes taxondmicos pertinentes para essa espécie (capitulo 3).
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Limites entre espécies

Nosso estudo mostrou que dentro do complexo de Thoropa miliaris + T. taophora existe
possivelmente o que ¢ chamado de “diversidade criptica”, que muitos autores ja encontraram
para outras espécies de anfibios anuros (Angulo e Icochea 2010; Jungfer et al. 2013; Gehara et
al. 2017; Castroviejo-Fisher et al. 2017; Carvalho et al. 2019). A diversidade de espécies do
complexo T. miliaris + T. taophora parece ser criptica porque as unidades evolutivamente
significativas que encontramos (mil-1, mil-2, mil-3, mil-4, mil-5 e T. taophora) podem ser
espécies distintas, mas ndo possuem diferencas morfoldgicas externas em adultos ou larvas que
possibilitem diferencia-las.

Uma caracteristica comumente usada para diagnosticar espécies morfologicamente
cripticas de anfibios anuros é o canto de andncio (Angulo e Reichle 2008; Carvalho et al. 2019).
E possivel que as espécies desse complexo de Thoropa miliaris + T. taophora se diferenciem
em nivel acustico. O Dr. Thiago Carvalho (UNESP, Rio Claro, SP) analisou preliminarmente
quatro gravacdes de cantos de anuncio de individuos de Thoropa miliaris: trés deles coletados
em um mesmo afloramento rochoso em Santa Teresa, ES (AAG-UFU 6166, 6167 e 6168) e um
deles gravado em Juiz de Fora, MG (sem exemplar coletado). Dos trés individuos de Santa
Teresa, dois deles pertencem a linhagem mil-1. O outro pertence a linhagem mil-2. O individuo
de Juiz de Fora (MG) ndo foi coletado. Os trés individuos de Santa Teresa possuem papilas
completas (na articulacdo metacarpal-falangeal, no tubérculo metacarpal interno, nos dedos II,
Il e IV) e sdo bastante semelhantes morfologicamente, embora possuam tamanhos diferentes.
Segundo o pesquisador, o canto do individuo de Juiz de Fora (MG) assemelha-se ao canto de
T. miliaris gravado no Rio de Janeiro (RJ) e recentemente descrito por Nunes-de-Almeida et al.
(2016a) (T. Carvalho, comunicacdo pessoal). Os outros trés cantos de Santa Teresa (ES),
embora sejam de linhagens diferentes, aparentemente sdo muito semelhantes (T. Carvalho,
comunicacio pessoal). E possivel que existam diferencas em aspectos do canto n&o vistos em
analises informais e preliminares que sejam passiveis de serem usadas como diagnoses para as
linhagens. Porém, se as semelhancgas nos cantos forem confirmadas, essas observacGes nos
trardo a hipotese de que as linhagens de T. miliaris se reconhecem ou se isolam
reprodutivamente de alguma outra maneira ainda desconhecida.

Por outro lado, populagdes de T. megatympanum e T. saxatilis ainda ndo analisadas ao

nivel molecular de estrutura genética (como fizemos no primeiro capitulo para T. miliaris e T.
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taophora) possuem alguma variagdo morfoldgica no que diz respeito as larvas (na expanséo
dérmica posterolateral e no tubo cloacal). Da mesma forma, parece possivel diferenciar as
espécies T. megatympanum, T. saxatilis, T. petropolitana e T. lutzi do complexo T. miliaris +
T. taophora utilizando uma combinagio de caracteristicas morfologicas. E possivel ainda
incluir caracteristicas osteoldgicas e mioldgicas do género nas analises. E possivel, por
exemplo, que existam caracteristicas osteoldgicas ou mioldgicas que diferenciem o grupo
petropolitana e o grupo miliaris. Mas imaginamos que dentro do grupo miliaris € pouco
provavel que existam diferencas em morfologia interna. As caracteristicas morfologicas
externas das espécies e linhagens de Thoropa mostraram-se bastante conservadas, o que faz
sentido pelo ambiente de vida e desenvolvimento delas ser tdo parecido. Possivelmente as
pressdes seletivas atuantes no género estejam forcando a manutencdo de caracteristicas
adaptadas as rochas umidas.

De qualquer maneira, com os dados desse estudo pretendemos rever as diagnoses
morfolégicas das espécies de Thoropa para incluir uma combinacdo de caracteristicas que
sejam Uteis para diferenciar as espécies e linhagens. Junto disso pretendemos fazer uma revisao
taxonémica do género, e investigar as relacbes filogenéticas entre as espécies de Thoropa,
especialmente no que diz respeito ao grupo petropolitana que foi pouco investigado no estudo
anterior com filogenia do grupo (Sabbag et al. 2018).

Biogeografia e conservacao

Das seis espécies do género, trés estdo em alguma categoria de ameaca, sendo que duas
delas (do grupo petropolitana) ja sdo consideradas como desaparecidas pelo menos nas suas
localidades tipo. As razBes para declinios de anfibios anuros sdo muitas (Stuart et al. 2004),
mas cada caso pode diferir em razdo das particularidades de cada grupo de anuros. Uma
caracteristica reprodutiva do grupo petropolitana nos faz pensar se esses animais ndo sao pouco
resistentes a acao antrépica e a diminuicdo do habitat. Essa caracteristica é a quantidade de ovos
por desova, que em T. petropolitana foi relatada como 16 ovos em uma desova analisada (Heyer
e Crombie 1979) e em T. miliaris e T. taophora foram relatados entre 140 e 1746 ovos, em 57
desovas analisadas (Giaretta e Facure 2004; Consolmagno et al. 2016). Caso essa quantidade
diminuta de ovos encontrada por Heyer e Crombie (1979) para T. petropolitana seja um padréo
para o grupo petropolitana, esses animais possivelmente tém menor sucesso reprodutivo quando
comparados ao grupo miliaris.

As espécies do género Thoropa possuem diversas adaptagbes comportamentais e

morfologicas aos ambientes em que vivem. Embora a caracteristica geral do ambiente seja a
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mesma para todas as espécies (rochas com filmes fluidos de 4gua), existem algumas variacoes
nesses ambientes em caracteristicas como intensidade do fluxo de &gua, caracteristicas
climaticas, altitude e incidéncia solar. Pode ser que algumas dessas caracteristicas ambientais
estejam determinando o atual padréo de distribuicdo das espécies.

Em qualquer mapa de distribuicdo das espécies é possivel notar que elas ocupam locais
com alguma associagdo a montanhas e morros (Feio et al. 2006; Fitzpatrick et al. 2009; Sabbag
et al. 2018). Mas ndo necessariamente estdo sempre em altas altitudes, ja que T. miliarise T.
taophora também vivem proximas ao nivel do mar. Embora sejam animais de Mata Atlantica
ou ecdtonos (campo rupestre) as espéecies ndo ocorrem em toda a extensdao do dominio. N&o
séo encontradas na Mata Atlantica da maioria dos estados do nordeste ao norte da Bahia, nem
em fragmentos do bioma no Centro-Oeste. Também ndo séo encontradas no estado do Parana
e em parte do estado de Santa Catarina, mesmo existindo nessas regifes a mesma Serra Geral
onde ocorre T. saxatilis. Além disso, ainda que sejam espécies de um dominio primariamente
florestado, esses animais preferem ambientes ensolarados (Giaretta e Facure 2004,
Consolmagno et al. 2016), o que também combina com a distribuicdo de T. megatympanum em
campo rupestre na Cadeia do Espinhaco.

Tanto T. megatympanum quanto T. saxatilis sdo encontradas com muita frequéncia
associadas a riachos, rios de vazéo baixa e cachoeiras, no geral todos permanentes. Por outro
lado, muitos locais de ocorréncia de T. miliaris e T. taophora ndo estdo associados a um rio ou
riacho. Séo fluxos por vezes muito finos de agua, que se assemelham a nascentes de aguas nas
rochas. Essas rochas em que vivem as espécies do grupo sdo principalmente afloramentos
rochosos igneos, formados em basaltos, granitos e marmores (Feio 2002). No interior dessas
rochas é comum existirem sistemas aquiferos, que no caso desse tipo de formagdo rochosa, eles
sdo classificados como aquiferos fissurais (cristalinos) ou carsticos (Martins et al. 2006). Uma
das caracteristicas desses aquiferos é a capacidade de formar acimulos de agua dentro dos
afloramentos, que podem encher e transbordar pelas fissuras quando chove, criando um fluxo
fino e continuo de 4gua na superficie do afloramento (Martins et al. 2006; Cardoso et al. 2012).
Essas aguas podem secar apds poucos dias sem chuvas (Giaretta e Facure 2004), provavelmente
estimulando nesses animais o surgimento de adaptagdes tipicas dos ambientes temporéarios,
como desenvolvimento embrionario e larval acelerado, altas taxas de migracao e resisténcia a
ambientes mais secos. Portanto, imaginamos que a distribuicdo de Thoropa dependa de um
somatdrio de fatores como pluviosidade, temperatura, distribui¢cdo de rochas e seus sistemas
aquiferos associados. Com nossos dados pretendemos fazer estudos de nichos ecoldgicos para

investigar melhor essas correlagdes entre as distribuicGes geograficas e os ambientes. A partir
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de modelagem de nicho ecoldgico e das nossas sequéncias genéticas, pretendemos também
inferir possiveis processos evolutivos que tenham feito parte da historia do género, através de

estudos filogeograficos e de demografia historica.
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