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Introdugao Geral

Os resultados encontrados durante a pesquisa sobre a composicao e a influéncia dos gradientes altitudinais
na estrutura da comunidade de anfibios em uma area de altitude (Serra Bonita) da Bahia (Dias 2011; Dias et
al. 2014), contribuiram significativamente para a realizagdo deste trabalho. Primeiro, foi encontrada a
segunda maior riqueza de anfibios para a Mata Atlantica, com registros de novas espécies para a ciéncia e
novas ocorréncias para o estado. Além disso, contrariando o padrdao amplamente difundido na literatura,
no qual existe uma diminuicao da riqueza de espécies com o aumento da altitude ou um padrdo unimodal
(Stevens 1992; Rahbek 2005), o nimero de espécies encontradas nas cotas altitudinais superiores (850 m)
foi semelhante ao registrado nas areas de baixada (250 m). Embora ainda sejam encontrados no estado da
Bahia os maiores remanescentes florestais do Nordeste (SOS Mata Atlantica 2014), grande parte desses
fragmentos estdo associados a encostas e topos de morros. Provavelmente, isso ocorra porque essas areas
ndo sdo apropriadas para agricultura ou invidveis de serem exploradas economicamente devido a
dificuldade de acesso ou pela presenca de solos inadequados para essas atividades. As dreas de altitude sdo
os locais onde estao concentrados quase metade dos hotspots de diversidade do mundo (Kohler & Maselli
2009) e sdo relativamente pouco explorados cientificamente na Mata Atlantica sul da Bahia (Martinelli

2007).

Essas informag¢des impulsionaram perguntas cientificas que tentaram ser respondidas nos diferentes
capitulos deste trabalho envolvendo a diversidade de anfibios: i) o nimero de espécies encontradas em
outras areas de altitude seria semelhante a registrada na Serra Bonita? ii) As espécies restritas as areas de
altitude nessa area sdo encontradas em outros topos de morro da regiao? iii) As espécies nao identificadas
em nivel especifico sdo realmente novas para a ciéncia? Para responder essas perguntas, no primeiro
capitulo realizamos um inventdrio da anurofauna em nove diferentes areas de altitude da Mata Atlantica
da Bahia. Ademais, para identificar as espécies que apresentam taxonomia complicada e possiveis espécies
ndo descritas, utilizamos uma abordagem integrativa, utilizando caracteristicas morfolégicas e bioacusticas

aliadas a analises moleculares para definir o status taxondmico dessas espécies.

Anfibios sdo reconhecidos pela baixa capacidade de dispersdo e alta filopatria (Zeisset & Beebee 2008).
Logo, espécies que sdo limitadas aos topos de morro possivelmente apresentam forte estruturacdo
genética. Contudo, ndo foi possivel utilizar uma espécie exclusiva das areas de altitude como modelo para
tentar reconstruir uma histéria da biota dos topos de morro da regido ja que a maioria das espécies de
anfibios que sé ocorrem nesses locais é restrita a duas ou trés localidades, o que inviabilizou esse tipo de
analise. No capitulo 2 utilizamos a espécie Pristimantis vinhai (Bokermann, 1975) que é endémica da Mata
Atlantica da Bahia e abundante nas areas de altitude amostradas, para inferir quais foram os processos que
culminaram na atual variabilidade genética encontrada nesta espécie e como os topos de morro da regido
poderiam ter atuado na diversificacdo da biota regional, utilizando uma abordagem filogeografica com

genes nucleares e mitocondriais aliados a paleomodelagem.



No capitulo 3, através de mapas de extensdo de ocorréncia disponiveis para diferentes grupos
taxono6micos, identificamos areas prioritarias para conservacao dos anfibios das dreas de altitude da Mata
Atlantica brasileira utilizando os seguintes critérios: areas de endemismo, riqueza de espécies e presenca
de espécies endémicas e ameacadas. Diante da crise da diversidade e grande quantidade de anfibios
ameacados de extingdo (Stuart et al. 2008) essas informacgdes fornecem estimativas das prioridades iniciais
e podem ser confirmadas posteriormente com um banco de dados mais refinado. Além disso, fornecemos

um panorama geral dos estudos ja realizados abordando os anfibios das areas de altitude do Brasil.
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Capitulo 1

Inventario integrativo dos anfibios das Florestas Montanas da Mata Atlantica da

Bahia revelam alta riqueza de espécies e presenca de diferentes linhagens cripticas

a) Wenceslau Guimardes; b) Serra da Jibdia e c) Wenceslau Guimarades



Inventdrio integrativo dos anfibios das Florestas Montanas da Mata Atlantica da Bahia revelam

alta riqueza de espécies e presenga de diferentes linhagens cripticas

RESUMO

A falta de informacGes sobre a distribuicdo geografica das espécies é uma das principais limitacdes na
elaboracdo de estratégias de conservacdo. A dificuldade em acessar as areas de altitude é um fator
limitante adicional para exploracdo cientifica dessas regides. Para tentar suprir o escasso conhecimento
existente sobre a composi¢do da anurofauna das Florestas Montanas da Mata Atlantica da Bahia, foram
inventariadas nove diferentes areas de altitude do estado. A amostragem em cada localidade foi realizada
através da vistoria de trinta e trés transectos instalados no interior da floresta e em riachos, e por meio de
encontros oportunisticos. Foram registradas 94 espécies de anfibios anuros (70 delas encontradas em locais
acima de 700 m de altitude) pertencentes a 13 familias taxonémicas com registros inéditos para a Bahia.
Utilizando uma abordagem integrativa através de dados morfoldgicos, bioacusticos e genéticos, foi possivel
confirmar que 16 espécies que nao foram identificadas até seu nivel especifico em um primeiro momento,
sdo espécies ainda ndo descritas para a ciéncia. Os dados obtidos nesse estudo irdo ajudar na compreensao
dos padrdes de diversidade e da distribuicdo geografica dos anfibios da regido, e demonstram que o
numero de espécies dessas areas estdo subestimados, mesmo com as constantes descricdes de novas
espécies para a area de estudo. As Florestas Montanas da Bahia sdo regides chave para a conservac¢do, com
alta riqueza de espécies de anfibios, que incluem tanto espécies de baixadas, como espécies restritas aos
topos de morro. Incentivamos o uso de uma abordagem integrativa nos inventdrios realizados na regido
Neotropical, utilizando andlises moleculares para acessar a diversidade criptica de suas espécies,
possibilitando assim, a definicdo de quais sdo as prioridades taxon6micas e fornecendo um melhor

panorama da riqueza da drea inventariada.



INTRODUCAO

O bioma Mata Atlantica é um dos mais ricos em biodiversidade e também um dos mais ameacados pela
perda e fragmentacdo de ambientes naturais (Myers et al. 2000; Ribeiro et al. 2009). No entanto, os
fragmentos preservados possuem um dos maiores percentuais de espécies endémicas do mundo (Myers et

al. 2000), onde sdo encontrados quase metade dos anfibios do Brasil (Haddad et al. 2013).

Mesmo representando apenas um quarto da superficie da terra, as areas montanhosas abrigam a maioria
dos locais megadiversos do mundo (Kohler & Maselli 2009; Fjeldsa et al. 2012). Na Mata Atlantica
brasileira, as trés principais regides serranas (Serra do Mar, Serra da Mantiqueira e a Serra do Espinhaco)
sdo consideradas prioritarias para conservagdo devido a seu alto valor bioldgico (Giulietti et al. 1997;
Martinelli 2007; MMA 2007), onde mais da metade das espécies de anfibios conhecidas sdo consideradas
endémicas dessas regides (Cruz & Feio 2007). Nesses locais estad concentrada a maioria dos estudos sobre

os anfibios das areas de altitude do pais (Capitulo Il).

Devido a caracteristicas topograficas, dificuldade de acesso e maior distancia dos principais centros de
pesquisa do pais, os topos de morros e dreas de altitude da Mata Atlantica da Bahia foram historicamente
pouco amostradas. O Unico estudo de maior duragdo (18 meses) realizado em uma dessas areas (RPPN
Serra Bonita - Camacan), revelou o grande potencial que as mesmas possuem para abrigar uma rica e
desconhecida anurofauna. Atualmente, a Serra Bonita é uma das localidades com a maior riqueza de
anfibios da Mata Atlantica (Dias et al. 2014a), com o registro de novas espécies (Napoli et al. 2011) e novas
ocorréncias para o estado (Orrico 2010; Dias et al. 2011). Isso demonstra a grande lacuna no conhecimento
dessas regioes. Para a herpetofauna em geral, apenas dois inventarios foram realizados nessas areas de
altitude (Dias et al. 2014a; Dias et al. 2014b) e a maioria dos estudos sdo limitados a descricdo de novas

espécies de anfibios e répteis (e.g. Cruz & Napoli 2010; Curcio et al. 2012; Rodrigues et al. 2013).

Embora os anfibios sejam um dos grupos taxon6micos mais ameagados do mundo, seus padrbes de
diversidade ainda sdo pouco conhecidos (Hoffmann et al. 2010). Isso acontece, principalmente, devido a

falta de informacgdes sobre a distribuicdo geografica e a taxonomia do grupo.

Com a atual crise da biodiversidade, contrastando com as altas estimativas de espécies que ainda sdo
desconhecidas para a ciéncia (o.e., cerca de 10 milhdes), os avan¢os taxonGmicos na descricdo dessa
biodiversidade sdo imprescindiveis (Chapman 2009; Wheeler et al. 2012). Estudos apontam que devem
existir mais de 3.000 espécies de anfibios ndo descritas (Giam et al. 2011) o que representa 40% das

espécies conhecidas atualmente (Frost 2015).

A inseguranca na determinacdo taxonGmica das espécies dificulta o avanc¢o da grande maioria dos estudos
biolégicos, afetando diretamente na priorizacdo de dreas para conservagdo (Wiens & Servedio 2000). A
taxonomia integrativa utiliza diferentes linhas de evidéncias como ferramentas para catalogar a diversidade
de espécies, tanto caracteristicas morfolédgicas, como também dados moleculares, bioacusticos, ecolégicos,

comportamentais e caracteres de formas larvais, no caso dos anfibios (Dayrat 2005; Padial et al. 2010). O
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uso concomitante de diferentes evidéncias proporciona maior confiabilidade na definicao de linhagens
genealdgicas independentes e pode acelerar o processo de reconhecimento de novas espécies, além de
ajudar na delimitacdo de espécies cripticas (Fouquet et al. 2007; Vieites et al. 2009; Miralles & Vences
2013). Estudos utilizando essa abordagem, realizados na regido neotropical, em Madagascar e na Guiana
Francesa, indicaram que a diversidade de anfibios desses locais é, no minimo, duas vezes maior do que a

reconhecida atualmente (Vieites et al. 2009; Fouquet et al. 2007).

Para suprir parte do conhecimento precario existente sobre a composicdo da anurofauna, amostramos
nove diferentes dreas de altitude na Mata Atlantica da Bahia, focando nas espécies que ocorrem no interior
da floresta e em riachos. Além disso, utilizamos uma abordagem integrativa utilizando dados morfoldgicos
e bioacusticos, aliados a analises moleculares para determinar o status taxonémico das espécies que nao
foram identificadas em nivel especifico. Nossos resultados demonstram que as diferentes dreas amostradas
apresentam uma rica anurofauna e que ainda existe uma grande diversidade de espécies ndo descritas

nessa regiao.

MATERIAL e METODOS

- Areas amostradas

Nove areas de altitude foram amostradas na Mata Atlantica do sul da Bahia, sdo elas: Serra da Jibdia (ST -
coordenadas: -12.84949 e -39.47663), Serra do Timbd (ST: -13.10668 e -39.66573), Parque Estadual de
Wenceslau Guimarades (WG: -13.57198 e -39.71763), Serra do Corcovado (SC: -14.70288 e -39.59555), Serra
da Pedra Lascada (PL: -14.77237 e -39.54088), RPPN Serra Bonita (SB: -15.39514 e -39.56618), Parque
Nacional da Serra das Lontras (SL: -15.16243 e -39.34376), municipio de Macarani na RPPN Mata dos
Passarinhos (MAC: -15.79071 e -40.51927) e o Parque Nacional do Alto do Cariri (AC: -16.45296 e -
40.05886) (Figura 1). A altitude maxima dessas areas varia entre 750 e 950 metros. Cada localidade foi

amostrada durante sete a oito dias, por dois pesquisadores, entre novembro de 2014 e maio de 2015.

A definicdo dos limites altitudinais onde as Florestas Montanas comecariam ao longo da Mata Atlantica,
ainda é controverso. Alguns autores defendem que o limite minimo é 600 m (Veloso 1992), enquanto
outros sugerem 700 m de altitude (Oliveira-Filho & Fontes 2000). Dessa forma, optamos por realizar a

amostragem em dreas acima de 650 m de altitude.



42'w 40°W 38'W 36°W

Areas Amostradas:

1 = Serra da Jibdia (SJ)

2 = Serra do Timbo (ST)

3 = Wenceslau Guimaraes (WG)
4 = Serra do Corcovado (SC)

5 = Pedra Lascada (PL)

6 = Serra das Lontras (SL) 16°s
7 = Serra Bonita (SB)
8 = Macarani (MAC)
9 = Alto do Cariri (AC)
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Figura 1. Localidades amostradas nas Florestas Montanas da Mata Atlantica da Bahia. BA = Bahia e MG = Minas

Gerais. Limites dos biomas Mata Atlantica (verde), Caatinga (amarelo) e Cerrado (vermelho).
- Amostragem

Em cada drea foram instalados 30 transectos de 50 m de comprimento no interior da floresta, em areas
acima de 700 m de altitude, que eram vistoriados uma Unica vez durante 40 minutos por dois
pesquisadores. Devido a falta de area disponivel para implementar toda a amostragem padronizada em
algumas localidades acima de 700 m de altitude, alguns transectos (no maximo 10% deles) foram instalados
em areas entre 650-700 m de altitude. Cada transecgdo ficava a uma distancia minima de 50 m, uma do
outra. Outros trés transectos de 150m no interior de riachos foram percorridos uma Unica vez por um
periodo de 90 minutos. Preferencialmente essas transec¢Ges eram instalados em riachos diferentes,
guando isso ndo era possivel cada transecto de riacho ficava a uma distancia minima de 100 m um do
outro. Dessa forma, em cada area foi realizado um esforgo amostral de 20 horas/pesquisador de busca
ativa no interior da floresta e 4 horas e 30 minutos em riachos. Devido a problemas logisticos ao longo das
amostragens, em duas areas o esfor¢co amostral foi menor. Na Serra das Lontras foram vistoriados apenas
14 transectos no interior da floresta e nenhum em riacho e no Alto do Cariri foram amostrados 18

transectos florestais e dois transectos em riachos.

O esforco amostral foi direcionado para os anfibios anuros dos topos de morro. Todavia, como a maioria
das dareas visitadas ndao possuem lista de espécies publicadas para esse grupo taxondmico, fornecemos uma

lista geral das espécies registradas durante a expedi¢cdo que contemplam também os anfibios anuros
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registrados no entorno (incluindo areas de baixadas) das localidades. Assim, além do esfor¢co de coleta
padronizado através das transec¢bes, foram considerados encontros oportunisticos durante o
deslocamento da equipe ou amostragens pontuais em pogas temporarias ou permanentes encontradas na

regiao.

Para avaliar o esforco amostral realizado nos transectos, foram construidas curvas de rarefagdo com 1000
aleatorizac¢des utilizando o nimero de individuos registrados no programa PAST 3.07. Foram geradas duas
curvas, uma utilizando a abundancia encontrada nos transectos do interior da floresta e outra com o

numero de individuos registrados nos transectos de riachos.

Utilizamos quatro estimadores de riqueza ndo paramétricos - Chao 2; Jacknife 1; Jacknife 2 e Bootstrap -
(Magurran 1988; Gotelli & Colwell 2001) para extrapolar a riqueza de espécies nos transectos florestais e
dos riachos, utilizando dados de presenca e auséncia em cada area amostrada, aleatorizados 1000 vezes,

através do software PAST 3.07.

Todos os animais foram coletados mediante licenca expedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao
da Biodiversidade (nimero 41199-1 e 6900-1/13708) com permissdo dos administradores das reservas
locais. Os espécimes-testemunhos serdo depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de

Santa Cruz (MZUESC).
- Analises moleculares

Para auxiliar na identificacdo e determina¢do do status taxondmico de possiveis espécies candidatas ou
aquelas que pertencem a grupos com taxonomia ndo resolvida, sequenciamos o fragmento mitocondrial
ribossomal 16S (primers = 16S_L: 5'- GCC TCG CTT GTT TAC CAA AAA C -3’ (Palumbi 1996) e 16S_H: 5'- CCG
GTC TGA ACT CAG ATC ACG T -3’ - Varela et al. 2007) para 56 espécimes amostrados pertencentes a seis
diferentes géneros (Adelophryne, Fritziana, Pristimantis, Ischnocnema e Physalaemus). Esse marcador é
amplamente utilizado em estudos filogenéticos com anfibios, auxiliando na delimitacdo de espécies novas

para a ciéncia (Vences et al. 2005; Fouquet et al. 2007; Vieites et al. 2009).

Arvores filogenéticas foram reconstruidas para cada género sequenciado utilizando inferéncia Bayesiana
(Material Suplementar S1). Sequéncias das espécies de interesse foram obtidas no GenBank de estudos
relacionados (Faivovich et al. 2005; Canedo & Haddad 2012; Fouquet et al. 2012; Brusquetti et al. 2013;
Lourenco et al. 2015; Castroviejo-Fisher et al. 2015). Os nomes utilizados para Adelophryne seguem
Fouquet e colaboradores (2012). Além disso, tecidos obtidos fora da area de estudo, também foram
sequenciados para auxiliar nas analises filogenéticas. Os protocolos utilizados para a extragdo, amplificagdo
e sequenciamento das amostras podem ser conferidos no Material Suplementar S1, bem como os detalhes

de como foram implementadas as analises filogenéticas.



Espécies candidatas foram definidas baseando-se na sua posicdo filogenética, na distancia genética entre
elas e as espécies relacionadas e, quando possivel, com outra linha de evidéncia (morfoldgica e/ou
acustica) (Vieites et al. 2009). Quando possivel, definimos limiares baseados na distancia genética entre
espécies irmas nominais, para cada um dos géneros analisados (Vieites et al. 2009; Fouquet et al. 2014). A
divergéncia genética entre as espécies de interesse foi calculada utilizando a distancia-p ndo corrigida com
1000 réplicas de Bootstrap no programa Mega v 5.0 (Tamura et al. 2011). Adotamos a proposta de Vieites
et al. (2009) e classificamos as espécies em candidatas confirmadas (CCS) quando existia outra linha de
evidéncia (morfologia e/ou bioacustica) que sustentasse essa informacdo, além das analises moleculares ou
ndo-confirmadas (UCS) quando existia apenas evidéncia molecular e os dados disponiveis eram
insuficientes para essa avaliagdo. O termo espécies cripticas é utilizado nesse trabalho seguindo a defini¢do
gue sao duas ou mais espécies que sao distintas, mas sao classificadas previamente como iguais, devido a
semelhanga morfolégica geral que impede sua plena identificagdo de imediato (Bickford et al. 2007;
Fouquet et al. 2012). Essa classificagdo foi adotada, pois ndo examinamos minuciosamente todos os casos a

morfologia das espécies candidatas para definir diferenca entre elas e as espécies mais préximas.

RESULTADOS

Foram registradas 94 espécies de anfibios anuros pertencentes a 13 familias taxonGmicas nas nove areas
amostradas (Tabela 1; Figuras 2-6). Desse total, 70 espécies foram encontradas nas Florestas Montanas
(acima de 700 m de altitude) e 24 no entorno. Duas espécies (Phasmahyla spectabilis e Bokermannohyla
lucianae) sao classificadas como quase ameagadas de extingdo (NT) e cinco (Cycloramphus migueli;
Gastrotheca flamma; Phasmahyla timbo; Scinax strigilatus e Chiasmocleis cf. gnoma) sdo consideradas com
dados insuficientes (DD) para classificacdo do seu status de ameaca segundo a Lista das Espécies da Fauna

Brasileira Ameagadas de Extingdo (Portarias MMA n2 444/2014, n? 445/2014).

Através da amostragem padronizada nos transectos foram encontrados 1473 individuos, sendo 1301 nos
transectos florestais e 172 nos riachos. Das 66 espécies registradas nos transectos, 55 foram encontradas
em transectos no interior da floresta (22 exclusivas) e 44 nos transectos dos riachos (11 exclusivas) (Tabela
1). Embora o esforco amostral e a abundancia registrada tenham sido bem menores nos riachos, um

numero alto de espécies foi encontrado nesse ambiente.

Tabela 1. Lista das espécies encontradas em cada uma das nove areas amostradas nas areas de altitude da Mata
Atlantica da Bahia, indicando a forma de registro de cada espécie. Amostragem em transectos florestais (T) em riachos

(R) e em encontros oportunisticos (O). Abreviatura das localidades segue o Material e Métodos.

Localidades
S) | ST|WG| SC | PL |SL| SB |[MAC| AC

Familia / Espécies

AROMOBATIDAE
Allobates olfersioides (Lutz, 1925) 0]
BRACHYCEPHALIDAE




Brachycephalus pulex Napoli, Caramaschi, Cruz & Dias, 2011*

Ischnocnema verrucosa Reinhardt & Liitken, 1862*

T,R

Ischnocnema sp. 1 (gr. parva)*

Ischnocnema sp. 2 (gr. parva)*

Ischnocnema sp. 3 (gr. parva)*

BUFONIDAE

Dendrophryniscus proboscideus (Boulenger, 1882)*

Frostius pernambucensis (Bokermann, 1962) *

T,R

T,R

Frostius erythrophthalmus Pimenta & Caramaschi, 2007 *

Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821)*

T,R

Rhinella granulosa (Spix, 1824)

(@)

Rhinella jimi (Stevaux, 2002)

CENTROLENIDAE

Vitreorana cf. eurygnatha (A. Lutz, 1925) *

Vitreorana uranoscopa (Miiller, 1924) *

CRAUGASTORIDAE

Haddadus binotatus (spix, 1824)*

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

"Eleutherodactylus" bilineatus (Bokermann, 1975)*

T,R

T,R

T,R

TR

Pristimantis paulodutrai (Bokermann, 1975)*

T,R

T,R

Pristimantis sp. 1 *

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

Pristimantis sp. 2 *

Pristimantis sp. 3 *

T,R

T,R

T,R

Pristimantis vinhai (Bokermann, 1975)*

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

CYCLORAMPHIDAE

Cycloramphus migueli Heyer, 1988 *

Thoropa miliaris (Spix, 1824) *

ELEUTHERODACTYLIDAE

Adelophryne mucronatus Lourengo-de-Moraes, Solé & Toledo 2012*

T,R

Adelophryne sp. 2. *

Adelophryne sp. 4 *

Adelophryne sp. 8 *

T,R

HEMIPHRACTIDAE

Fritziana sp.*

Gastrotheca flamma Junca & Nunes, 2008 *

Gastrotheca megacephala 1zecksohn, Carvalho-e-Silva &Peixoto,2009 *

T,R

T,R

Gastrotheca pulchra caramaschi & Rodrigues, 2007 *

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

T,R

Gastrotecha recava Teixeira et al. 2012 *

T,R

T,R

T,R

T,R

HYLIDAE

Agalychnis aspera (peters, 1873) *

Aplastodiscus cf. weygoldti (Cruz & Peixoto, 1985)*

T,R

Aplastodiscus ibirapitanga (Cruz, Pimenta & Silvano, 2003) *

Aplastodiscus sibilatus (Cruz, Pimenta & Silvano, 2003) *

T,R

Bokermannohyla capra Napoli & Pimenta, 2009 *

T,R

T,R

T,R

Bokermannohyla circumdata (Cope, 1871) *

T,R

Bokermannohyla lucianae (Napoli & Pimenta, 2003) *

Dendropsophus anceps (Lutz, 1929) *

Dendropsophus branneri (Cochran, 1948)
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Dendropsophus decipiens (Lutz, 1925)

Dendropsophus elegans (Wied-Neuwied, 1824)

Dendropsophus haddadi (Bastos & Pombal, 1996) *

Dendropsophus novaisi (Bokermann, 1968) *

Dendropsophus minutus (Peters, 1872)

(el NoNNoRNe]

Dendropsophus aff. oliveirai

(@)

Dendropsophus sp.

o

Hypsiboas albomarginatus (Spix, 1824)

Hypsiboas albopunctatus (Spix, 1824)

Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 1824)

Hypsiboas exastis (Caramaschi & Rodrigues, 2003)*

Hypsiboas faber (wied-Neuwied, 1821) *

Hypsiboas pardalis (Spix, 1824)

Hypsiboas pombali (Caramaschi, Pimenta & Feio, 2004) *

Hypsiboas semilineatus (spix, 1824) *

Phasmahyla spectabilis Cruz, Feio & Nascimento, 2008 *

Phasmahyla timbo Cruz, Napoli & Fonseca, 2008 *

Phyllodytes luteolus (Wied-Neuwied, 1824) *

Phyllodytes cf. kautskyi peixoto & Cruz, 1988 *

T,R

T,R

Phyllodytes melanomystax caramaschi, Silva & Britto-Pereira, 1992 *

T,R

Phyllodytes wuchereri (Peters, 1873)*

T,R

T,R

Phyllodytes sp. 1 *

T,R

Phyllodytes sp. 2 *

Phyllodytes sp. 3 *

T,R

—|=|d|4|0O|0O

Oo|H4[|4]|0O

Phyllodytes sp. 4 *

Phyllodytes sp. 5 *

Oo,T

Phyllomedusa burmeisteri Boulenger, 1882 *

Phyllomedusa nordestina Caramaschi, 2006

o

Scinax alter (Lutz, 1973)

Scinax argyreornatus (Miranda-Ribeiro, 1926) *

Scinax juncae Nunes & Pombal, 2010

o

Scinax cf. x-signatus (Spix, 1824)

Scinax eurydice (Bokermann, 1968) *

T,R

Scinax pachychrus (Miranda-Ribeiro, 1937)

Scinax strigilatus (spix, 1824) *

T,R

Trachycephalus mesophaeus (Hensel, 1867) *

HYLODIDAE

Crossodactylus sp.*

LEPTODACTYLIDAE

Adenomera cf. thomei Aimeida & Angulo, 2006 *

Crossodactylodes septentrionalis Teixeira et al. 2013*

Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799)

Leptodactylus cf. latrans (Steffen, 1815) *

R, T

Leptodactylus natalensis Lutz, 1930 *

Leptodatylus troglodytes Lutz, 1926

Physalaemus erikae Cruz & Pimenta, 2004

Physalaemus kroyeri (Reinhardt and Lutken, 1862)
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Physalaemus sp. 1 (gr. signifer)* T

Physalaemus sp. 2 (gr. signifer)* 0 T
Physalaemus cuvieri (0]

Pseudopaludicola sp. 0| O

MICROHYLIDAE

Chiasmocleis cf. gnoma Canedo, Dixo & Pombal, 2004 *

Chiasmocleis cf. schubarti Bokermann, 1952 * T T

ODONTOPHRYNIDAE

Proceratophrys renalis (Miranda-Ribeiro, 1920) * TR |T,R
Proceratophrys schirchi (Miranda-Ribeiro, 1937) * TR| T TR
Riqueza - geral 43 ({43 (36 |30 |40 (32|27 | 32 | 36
Rigueza - amostragem padronizada 27 |22 |27 (19 |18 (13| 25| 16 | 24

* = espécies registradas > 650 m de altitude

Figura 2. a) Allobates olfersioides; b) Brachycephalus pulex; c) Ischnocnema verrucosa; d) I. sp. 1 (gr. parva); ) I. sp. 2

(gr. parva); f) Dendrophryniscus proboscideus; g) Frostius pernambucensis; h) F. erythrophthalmus; i) Rhinella crucifer;
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j) R. granulosa; 1) R. jimi; m) Vitreorana cf. eurygnatha, n) V. uranoscopa; o) Haddadus binotatus e p)

Eleutherodactylus bilineatus.

Figura 3. a) Pristimantis paulodutrai; b) P. sp. 3.; c) P. vinhai; d) Cycloramphus migueli; e) Adelophryne sp. 4; f)
Fritziana sp.; g) Gastrotheca cf. flamma; h) G. megacephalua; i) G. pulchra; j) G. recava; |) Agalychnis aspera; m)

Aplastodiscus cf. weygoldti; n) A. ibirapitanga; o) A. sibilatus e p) Bokermannohyla capra.
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Figura 4. a) Dendropsophus haddadi; b) D. novaisi; c) D. minutus; d) Hypsiboas exastis; e) H. pombali; f) H.

semilineatus; g) Phasmahyla spectabilis; h) P. timbo; i) Phyllodytes luteolus; j) P. cf. kautskyi; |) P. wuchereri; m) P. sp.

1;n)P.sp.3;0)P.sp.4ep)P.sp.5.




Figura 5. a) Phyllomedusa burmeisteri; b) Scinax strigilatus; c) Crossodactylus sp.; d) Adenomera cf. thomei; e)
Crossodactylodes septentrionalis; f) Physalaemus sp. 1 (gr. signifer); g) Chiasmocleis cf. gnoma; h) Proceratophrys
renalis e i) P. schirchii

Transectos Florestals Transectos em Riachos
507 &

Mimera de Espacies

Mimere ce Espéoes

T T T T T T T T T T T T
160 320 430 &40 800 00 1120 1280 20 a0 ED ] el 120 140 160
Ingividuos Indisiducs

Figura 6. Curvas de rarefacao utilizando o numero total de individuos coletados nos transectos no interior da floresta

(esquerda) e em riachos (direta) nas Florestas Montanas da Mata Atlantica da Bahia.

De forma geral, as curvas de rarefacdo ndo atingiram a assintota (Figura 6). A curva dos transectos florestais
apresentou uma leve tendéncia a estabilizacdo, mas ainda continua em ascensdo, sendo muito mais
acentuada a curva de rarefacdo dos riachos. Os estimadores de riqueza indicaram a possibilidade de
encontrar entre 64 e 85 espécies nos transectos florestais e 51 a 65 espécies nos riachos (Tabela 2). Dessa

forma, foram amostrados entre 65 e 86% da riqueza proposta pelos estimadores para os transectos.
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A lista de espécies geral de cada area, incluindo os encontros oportunisticos, apresentou entre 27 e 43
espécies (Tabela 1), similar a outros inventarios na regido (Silvano & Pimenta 2003; Dias et al. 2014b). O
menor numero de espécies encontrado na Serra Bonita, reflete o pouco deslocamento realizado pela
equipe durante a amostragem. O alojamento nessa drea é no alto do morro, relativamente préximo do
local onde foram instalados os transectos e sem a presenca de pocas tempordrias e permanentes, que sao
encontradas na base da serra ocasionando um menor nimero de espécies registradas por encontros

oportunisticos.

Tabela 2. Riqueza de espécies registradas nas nove areas amostradas nos transectos com os valores obtidos

através dos quatro estimadores de riqueza utilizados.

TF TR GERAL

Riqueza 55 44 66
Chao 2 73.6+10.6 53.7+6.2 82%85
Jacknifel 74.5+5.0 60+59 86.4%59
Jacknife2 84.8 65.1 95.4

Bootstrap 63.9 51.6 75.6
*TF = Transectos florestais e TR = Transectos em riachos

Entre as areas amostradas, a Serra da Jibdia, Wenceslau Guimardes e Serra Bonita foram os locais onde foi
registrada a maior riqueza de espécies através da amostragem padronizada (Figura 7). A regido do Alto do
Cariri destaca-se pelo grande nimero de espécies registradas, mesmo sendo realizado um esfor¢co amostral
40 % menor do que nas outras areas. A menor riqueza encontrada na Serra das Lontras provavelmente

reflete o menor esfor¢o amostral realizado, o qual foi 60% menor que nas outras areas.

30 q

25

15

10

Miamero de Es pécies

Sl WG SB ACT ST SC PL MAC s

Figura 7. Numero de espécies encontradas nos transectos florestais e em riachos (amostragem padronizada) em cada

area pesquisada. * = esforco amostral menor.
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- Andlises moleculares

Durante as atividades de campo, 20 espécies ndao foram identificadas até o nivel especifico. Dessas, apenas
trés (Pseudopaludicola sp., Crossodactylus sp. e Physalaemus sp. 2) ndo foram sequenciadas nesse estudo.
Além disso, Dendropsophus sp. representa uma nova espécie do grupo de D. leucophyllatus, confirmada
através de morfologia, bioacustica e andlises moleculares encontrada em areas de baixada da Serra do

Corcovado (Dias et al. no prelo).

As outras 16 espécies foram recuperadas nas analises filogenéticas como linhagens divergentes que nado
sdo associadas a nenhuma outra espécie nominal, apresentando alta distancia molecular entre as espécies
relacionadas e foram consideradas como espécies candidatas. Dessas, cinco espécies sdo candidatas nao
confirmadas (UCS), e as outras 11 foram classificadas como candidatas confirmadas (CCS), pois foram
encontradas pelo menos uma outra evidéncia, além da molecular, seja morfoldgica ou bioacustica, entre
elas e as espécies relacionadas (Tabela 3). Maiores informacgGes sobre as andlises filogenéticas e sobre as
considera¢des morfoldgicas e bioacusticas dessas espécies sao discutidas com mais detalhes no Material

Suplementar S2.

Tabela 3. Resumo das informages utilizadas para delimitar as espécies candidatas confirmadas (CCS) e ndo

confirmada (UCS). M = morfologia e B = bioacustica.

Divergéncia Divergéncia Outras linhas de

Espécie entre as espécies  dentro da evidéncia entre as Diagnose Comentarios*
relacionadas espécie espécies relacionadas

Fritziana sp. 6.7% - MeB CCS

Physalaemus sp. (gr. signifer) 6.9-9.4% - B Cccs

Ischnocnema sp. 1 (gr. parva) 53% 23-52% - ucs Reavaliar populagdes do AC*.

I.sp. 2 (gr. parva) 53% - - ucs

I. sp. 3 (gr. parva) >13% - - ucs

Pristimantis sp. 1 4.7 -6.9% 23% MeB CCS

P.sp.2 4.7 -6.9% - MeB CCS

P.sp.3 >12% 5.1% MeB CCS

Adelophryne sp. 2 >12% 34% - ucs Pode ser A. pachydactyla

A.sp. 4 >10.7 % 1.6% M CCS

A.sp. 8 >11% 27-37% M CCS

Phyllodytes sp. 1 7.6% 1.1-8.0% MeB CcCs

P.sp.2 >11% - MeB CCs

P.sp.3 >6.6 % - MeB CCs

P.sp.4 >10% 11% MeB CCS

P.sp.5 >8% - - ucs Morfologia semelhante a P. sp. 1

* AC = Alto do Cariri, # = maiores informag¢des no Material Suplementar II
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DISCUSSAO

Um grande numero de espécies foi encontrado nas areas de altitude da Mata Atlantica da Bahia.
Considerando que esse estado possui aproximadamente 190 espécies de anfibios (Dias et al. 2014; Frost

2015), aproximadamente 50% delas estdo presentes nos topos de morro estudados.

Atualmente, a Serra Bonita é uma das localidades com a maior riqueza de anfibios da Mata Atlantica (Dias
et al. 2014a). Através da amostragem dos transectos florestais e em riachos foi possivel encontrar 70% das
espécies registradas para as areas de altitude (somente para aquelas encontradas acima de 650 m) da Serra
Bonita, onde foi realizado um esforco amostral de 16 meses (Dias 2011). Isso demonstra que a metodologia
proposta nesse trabalho foi adequada para amostrar um percentual consideravel da comunidade de
anfibios das Florestas Montanas da Bahia. Contudo, as curvas de rarefagdo nao estabilizaram,
provavelmente pela presenga de muitas espécies encontradas apenas uma ou duas vezes ao longo da
amostragem. Todavia, o mais interessante é que na comparagao do numero de espécies registradas
durante a amostragem padronizada do presente estudo, outras localidades revelaram uma riqueza superior
(27 espécies tanto em Wenceslau Guimardes, como na Serra da Jibdia) a encontrada na Serra Bonita (25
espécies). Isso reforca a ideia que a realizacdo de estudos sistematicos mais abrangentes que busquem
inventariar localidades de altitude na regido, devem encontrar um ndimero alto de espécies de anfibios,
similar ao registrado na Serra Bonita (Dias et al. 2014a), principalmente nas areas de Wenceslau Guimaraes,

Serra da Jibdia e no Alto do Cariri.

O encontro de hotspots de diversidade de anfibios na Bahia ndo é inesperado. Essa regido foi estimada
como area de estabilidade durante as Ultimas glaciagGes para as espécies de anuros de baixada,
amplamente distribuidas na Mata Atlantica (Carnaval et al. 2009). Para as espécies menos tolerantes ao
calor, as dreas de altitude da regido parecem ter funcionado como refligios bioclimaticos durante os
periodos interglaciais (Capitulo Il). Além disso, as florestas ombréfilas do leste da Bahia ndo parecem ter
sido impactadas durante a ultima glaciacdo (Leite et al. 2015), ao contrario de outras regioes serranas do
sudeste (Serra do Mar e Serra da Mantiqueira), onde existem evidéncias que uma vegetacdo mais aberta
predominou nas partes altas dessas areas (Behling 2008). A estabilidade climdtica e a possivel permanéncia
de florestas possivelmente permitiriam a manutencdo da biota da regido por longo prazo e

consequentemente, maior diversificacdo de sua fauna.

Entre os registros encontrados ressaltamos a ampliacdo da distribuicdo de Vitreorana uranoscopa e
Adelophryne mucronatus para Wenceslau Guimardes que fica 200 km ao norte da Serra Bonita (Dias et al.
2014a). Reportamos a Serra das Lontras como a segunda localidade conhecida para Brachycephalus pulex
(Napoli et al. 2011). Nesse mesmo local encontramos dois individuos de Crossodactylodes septentrionalis,
espécie que era conhecida apenas do holdtipo (Teixeira et al. 2013). Como a espécie foi descrita baseado
em uma fémea, um macho adulto coletado nas atividades de campo estd sendo utilizado por outros

pesquisadores para descrever um possivel dimorfismo sexual em uma revisdo taxonémica do género.
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Também registramos pela primeira vez a ocorréncia do género Fritziana no estado da Bahia.
Anteriormente, as espécies desse género sé eram conhecidas para regides entre o Rio Grande do Sul e o

Espirito Santo (Frost 2015; Franz & Mello 2015).

Apenas quatro espécies (Brachycephalus pulex, Proceratophrys sanctaritae, Crossodactylodes
septentrionalis e Dendrophyniscus oreites) conhecidas para a Bahia, sdo restritas as areas de altitude da
Mata Atlantica do estado, sendo que as duas uUltimas foram descritas baseado apenas no holétipo (Napoli
et al. 2011; Teixeira et al. 2013; Recoder et al. 2010; Cruz & Napoli 2010). O niumero de espécies tipicas e
provavelmente restritas a esses ambientes no estado é no minimo trés vezes maior e composta

principalmente por espécies desconhecidas para a ciéncia.

Consideramos que 11 espécies encontradas no presente estudo devem ser restritas as Florestas Montanas
da Bahia (Brachycephalus pulex, Ischnocnema sp. 1 (gr. parva), I. sp. 2 (gr. parva), I. sp. 3 (gr. parva),
Pristimantis sp. 2, P. sp. 3, Adelophryne sp. 8, Fritziana sp., Crossodactylodes septentrionalis, Physalaemus
sp. 1 (gr. signifer) e Bokermannohyla circumdata). Nenhuma delas foi encontrada em areas de baixada pela
nossa equipe ou em outros inventdrios realizados na regido (Silvano & Pimenta 2003; Junca 2006; Bastazini
et al. 2007; Camurugi et al. 2010; Dias et al. 2014b). Ischnocnema verrucosa é restrita a areas de altitude na
Bahia (Orrico 2009; Dias et al. 2014a; esse estudo), contudo pode ser encontrada em altitudes mais baixas

(390m), no municipio de Areia Branca em Minas Gerais (Silva et al. 2013).

Anfibios, além de possuirem baixa capacidade de dispersdo, necessitam de intervalos especificos de
temperatura e umidade para sobreviverem (Buckley & Jetz 2007; Smith & Green 2005). Em um cenadrio de
mudangas climdticas isso pode ser um problema (Pounds et al. 2006), principalmente para as espécies de
altitude da regido. Embora essas areas sejam estimadas como os futuros refugios climaticos, isso deve
funcionar para espécies de baixadas que podem fazer deslocamento vertical, em busca de condi¢Ges
climaticas mais adequadas (Brodie et al. 2012). Contudo, para as espécies restritas aos topos do morro,
essa possibilidade pode nao existir e talvez as mesmas ndo tenham tempo suficiente para se adaptar a

essas novas condi¢Ges abidticas.

Nossos dados demonstraram que um grande nimero de espécies consegue utilizar as Florestas Montanas
da regido. Como dificilmente essas areas de altitude da Mata Atlantica baiana ultrapassam os 900 m de
altitude, as mudancas abidticas associadas ao aumento da altitude podem nao ser restritivas para muitas
espécies que sdo tipicas de areas de baixada. Entretanto, essas mudancas de temperatura e umidade
parecem ser suficientes para limitar a distribuicdo de alguns tdxons as partes mais elevadas dessas serras,

principalmente das espécies de desenvolvimento direto.

Em regiGes neotropicais com grande diversidade de espécies, a auséncia de informacGes sobre a
distribuicdo geografica das espécies é uma das principais limitacdes na elaboracdo de estratégias de

conservacdo (Bini et al. 2006). A amostragem de nove diferentes dreas nas Florestas Montanas da Mata
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Atlantica baiana, preenche parte dessa lacuna para os anfibios dessa regiao, fornecendo dados inéditos e

sobre um ambiente ainda pouco explorado e considerado de alta prioridade para conservacao.
- Diversidade criptica e espécies candidatas

Através de uma abordagem integrativa utilizando dados morfolégicos e bioacusticos, aliados a analises
moleculares, foi possivel determinar uma grande quantidade de espécies ndo descritas das Florestas
Montanas da Bahia, um acréscimo de quase 10% para a anurofauna do estado. Considerando que apenas
nos ultimos 12 anos foram descritas aproximadamente 25% (n = 44) dos anfibios do estado (Frost 2015),
nossos resultados demonstram que além da diversidade estar subestimada, existe muito trabalho

taxonOmico a ser feito.

Isso é preocupante, levando em conta o fato que os anfibios sdo um dos grupos de vertebrados mais
ameacados do mundo (Stuart et al. 2008) e muitas dessas espécies foram encontradas em areas de altitude
gue possuem ambientes diferenciados, com tipologias vegetacionais e condi¢Ges abidticas que ndo sdo
comuns na regiao. Devido a especificidade de habitat dessas espécies e ocorréncia conhecida para poucas
localidades é possivel que algumas delas ja estejam ameacadas de extingdo, antes mesmo de serem
reconhecidas pela comunidade em geral. Como a tomada de decisdo na priorizagdo de dreas para
conservagao é baseada, principalmente, nas espécies conhecidas para determinada regido e as estimativas
de espécies ndo descritas, geralmente ndo sdo levadas em consideracdo (Vieites et al. 2009), é essencial
gue essas espécies sejam formalmente descritas e estudadas para avaliar a real situacdo de suas

populagoes.

Entretanto, os taxonomistas que trabalham com anfibios possuem um grande desafio pela frente. Muitas
espécies desse grupo taxonomico apresentam morfologia extremamente conservada (Bossuyt &
Milinkovitch 2000), o que muitas vezes dificulta a implementacdo de diagnoses baseadas apenas na
morfologia externa (Padial et al. 2009). Com a populariza¢do e o avango das andlises moleculares é possivel
acessar a diversidade de anfibios de uma forma diferente, sendo uma ferramenta util, relativamente barata
e rdpida para auxiliar na identificacdo de linhagens evolutivas independentes e definir prioridades
taxondmicas dentro de regiGes com alta riqueza de espécies (Vences et al. 2005; Fouquet et al. 2007;
Vieites et al. 2009). Essa abordagem integrativa estd sendo realizada em alguns estudos com os anfibios da
Mata Atlantica, incorporando dados bioacusticos, genéticos e morfolégicos incluindo osteologia,
alcancando resultados satisfatérios na resolugdo de problemas taxonémicos e na delimitacdo de espécies
cripticas e novas para a ciéncia para esse bioma (e.g. Teixeira et al. 2012; Gehara et al. 2013; Fouquet et al.

2014; Condez et al. 2016).

Nossa iniciativa de sequenciamento para acessar espécies candidatas na area estudada foi limitada, tanto
geograficamente, como pela baixa amplitude de linhagens sequenciadas. Mesmo assim, foram obtidos

resultados surpreendentes para as Florestas Montanas da Mata Atlantica da Bahia, auxiliando na
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identificacdo das espécies encontradas que possuem taxonomia controversa e permitindo a definicdo de
diferentes espécies candidatas. Projetos de pesquisa mais abrangentes que contemplem o sequenciamento
de uma ampla variedade de exemplares ao longo desse bioma, devem ser estimulados para acessar a
diversidade criptica encontrada entre os anfibios da Mata Atlantica. Provavelmente esses estudos
demonstrardo que a riqueza da anurofauna desse bioma deve ser muito maior do que a encontrada
atualmente, semelhante aos resultados obtidos em outras regides neotropicais (Fouquet et al. 2007,

Vieites et al. 2009).
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Material Suplementar
S1 - Protocolo de Extracdo, Amplificacdo, Sequenciamento e Analises moleculares

O DNA foi extraido das amostras de tecidos musculares utilizando o kit Wizard® Genomic Purification da
Promega, de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras foram amplificadas utilizando o primer
16S_L (5'- GCC TCG CTT GTT TAC CAA AAA C -3’ - Palumbi 1996) e 16S_H (5'- CCG GTC TGA ACT CAG ATC
ACG T -3’ - Varela et al. 2007). Cada reac¢do de PCR apresentava um volume final de 20 pL, sendo composto
por 2 uL de tampdo 10X, 0,8 pL de MgCI2 (50 mM), 1,65 pL de solucdo de dNTP (10 mM para cada
nucleotideo), 0,8 uL de cada primer (10 uM), 0,2 uL de Taqg e 1,75 puL de DNA. O nimero de campo dos

tecidos e dos testemunhos, com as localidades, podem ser encontradas na Tabela S1.

As condigGes de amplificagdo consistiam de uma etapa inicial de desnaturagdao com temperatura de 94°C
por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C de desnaturac¢do por 60 segundos, 53-55 °C por 60 segundos
de anelamento e 72°C durante 60 segundo de extensdo e uma etapa final de extensdo de 72°C por 5
minutos. A amplificacdo e a qualidade dos produtos do PCR foram visualizados em gel de agarose 1% e
corados com Gel Green. Posteriormente, as amostras foram purificadas com PEG 8000 (Polietilenoglicol)
conforme o protocolo de Paithankar & Prasad (1991) e sequenciadas através do método de
dideoxinucleotideos terminais com reagentes do Kit Big Dye v3.1 Cycle Sequencing (Applied

Biosystems/Life Technologies) no sequenciador automatico modelo ABI 3500 XL (Life Technologies).

O alinhamento das sequéncias foi feito no MAFFT 7 (Katoh 2013) utilizando a estratégia de alinhamento Q-
INS-i que leva em consideragao a estrutura secundaria do RNA. Para estimar o melhor modelo evolutivo pra
as analise filogenética foi utilizado o PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al. 2012), através do critério de
informacdo Akaike (AIC). Para todos os casos o modelo evolutivo estimado foi o GTR + | + G. A arvore
filogenética foi estimada por inferéncia Bayesiana no MrBayes 3.2.6 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) e as
corridas foram realizadas no CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller 2010). Realizamos duas corridas
independentes com 50-70 milhGes de geragées com quatro cadeias de MCMC (Markov Chain Monte Carlo),
amostrando a cada 10000 arvores. A convergéncia e a qualidade das corridas (ESS > 200) foram avaliadas

no Tracer 1.6 e um burn-in de 10% foi aplicado para todas as analises.
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Tabela S1. Lista dos exemplares sequenciados com as respectiva localidade de coleta.

Espécie N2 de Campo Localidade Municipio
Adelophryne gladulata MZUESC 12180 - Santa Teresa -ES
A. mucronatus ID706 Estagdo Ecolégica Wenceslau Guimardes Wenceslau Guimaraes
A. mucronatus ID719 Estagdo Ecolégica Wenceslau Guimardes Wenceslau Guimaraes
A. sp.2 ID223 Fazenda Provisdo Ilhéus
A. sp.2 ID672 Estacdo Ecoldgica Wenceslau Guimardes Wenceslau Guimaraes
A. sp.2 ID729 Estacdo Ecoldgica Wenceslau Guimardes Wenceslau Guimaraes
A.sp.2 ID937 Rserva Ecoldgica da Michelin Igrapiuna
A.sp.4 ID620 Alto do Cariri Guaratinga
A.sp.8 ID57 RPPN Serra Bonita Camacan
A.sp. 8 ID79 RPPN Serra Bonita Camacan
A.sp. 8 ID82 RPPN Serra Bonita Camacan
A. sp. 8 ID205 Serra do Corcovado Almadina
A. sp. 8 ID321 RPPN Mata dos Passarinhos Macarani
A. sp. 8 ID334 RPPN Mata dos Passarinhos Macarani
A.sp. 8 ID879 Serra das Lontras Arataca
A. sp. 8 ID880 Serra das Lontras Arataca
Fritziana sp. ID339 RPPN Mata dos Passarinhos Macarani
F. sp. ID402 RPPN Mata dos Passarinhos Macarani
Ischnocnema sp. 1 (gr. parva) ID78 RPPN Serra Bonita Camacan
I. sp. 1 (gr. parva) ID877 Serra das Lontras Arataca
I. sp. 1 (gr. parva) ID878 Serra das Lontras Arataca
I. sp. 1 (gr. parva) ID625 Parque Nacional do Alto do Cariri Guaratinga
l. sp. 2 (gr. parva) ID164 - Barra do Choga
I. sp. 2 (gr. parva) ID165 - Barra do Choga
I. sp. 2 (gr. parva) IDIA18 - Barra do Choga
I. sp. 2 (gr. parva) ID320 RPPN Mata dos Passarinhos Macarani
I. sp. 3 (gr. parva) ID84 RPPN Serra Bonita Camacan
Phyllodytes cf. kautsky ID265 Pedra Lascada Barro Preto
P. cf. kautsky ID1018 - Itabela
P. cf. kautsky ID1064 RPPN Michelin Igrapiuna
P. cf. luteolus ID314 - Barra do Choga
P. cf. luteolus ID635 Parque Nacional do Alto do Cariri Guaratinga
P. cf. luteolus ID409 RPPN Mata dos Passarinhos Macarani
P.sp. 1 ID106 RPPN Serra Bonita Camacan
P.sp. 1 ID876 Serra das Lontras Arataca
P.sp.1 ID200 Serra do Corcovado Almadina
P.sp. 2 ID105 - Una
P.sp.2 ID1010 Acuipe Ilhéus
P.sp.3 ID840 Serra da Jiboia Santa Terezinha
P.sp.4 ID854 Serra da Jiboia Santa Terezinha
P.sp.5 ID699 Estacdo Ecoldgica Wenceslau Guimardes Wenceslau Guimaraes
P. wuchereri ID268 Pedra Lascada Barro Preto
Physalemus sp. 1 (gr. signifer) ID758 Serra da Jiboia Santa Terezinha
P. sp. 1 (gr. signifer) ID761 Serra da Jiboia Santa Terezinha
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Material Suplementar
S2 - Analises filogenéticas, consideracoes taxondmicas e definicdo das espécies candidatas
- Fritziana

A arvore filogenética obtida (Figura S1) recuperou a familia Hemiphractidae como monofilética com alto
suporte em relacdo a Allophryne relicta. Todos os géneros de Hemiphractidae sdo agrupados no mesmo
clado com alto suporte, exceto Gastrotheca com um suporte mediano (0.88). Nenhuma relacdo entre os
géneros de Hemiphractidae é obtida. A amostra de Fritziana sp. MAC agrupou com F. ohausi com alto
suporte. A distancia p nao corrigida entre essas duas espécies é de 6.7%. A divergéncia entre a F. sp. MAC e

as outras espécies do género variou entre 6.7 e 9.9% (Tabela S1).
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Figura S1. Arvore filogenética (a) obtida por inferéncia Bayesiana através de 866 pares de bases do fragmento
mitocondrial 16S. b) Fritziana ohausi de Teresopolis - Rio de Janeiro (Foto: Leandro Drummond) e c) Fritiziana sp.
MAC. Valores de probabilidade posterior sio mostrados junto aos nds. * = > 0.99. Valores abaixo de 0.70 ndo sdo

mostrados.

Nao foi possivel determinar um valor de divergéncia genética entre as espécies nominais de Fritziana, pois
nenhuma delas é recuperada como espécie irma. Fritziana cf. fissilis (JN157634) foi considerada como uma
provavel espécie nova (Duellman et al. 2011; Castroviejo-Fisher et al. 2015). Sendo assim, consideramos a
distancia genética entre Fritziana cf. fissilis e Fritziana fissilis de 6.8%, similar a encontrada entre Fritziana
sp. MAC e F. ohausi e elencamos essa espécie como candidata. Embora existam espécies consideradas
novas dentro de Fritziana, Castroviejo-Fisher e colaboradores (2015) ndo conseguiram encontrar caracteres

diagndsticos entre essas espécies.
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Tabela S1. Distancia p ndo corrigida entre as espécies de Fritziana baseado em 531 pares de bases do gene

mitocondrial 16S.

Espécie GenBank 1 2 3 4 5 6 7 8
1 Fritziana sp. MAC MAC_402* -
2 Fritziana ohausi IJN157635 6.7 -
3 Fritziana aff. fissilis 1 KR270419 7.2 8.0 -
4 Fritziana cf. fissilis JN157634 8.6 6.8 7.0 -
5 Fritziana fissilis JN157630 9.3 9.3 6.3 6.8 -
6 Fritziana goeldii JN157633 9.9 9.5 84 10.1 9.1 -
7 Fritziana aff. fissilis 2 KR270421 8.4 95 7.2 87 89 114 -
8 Fritziana sp. KR270424 9.6 9.9 86 109 10.3 105 9.0 -
*

nimero de campo do tecido e do testemunho.

A proximidade entre Fritziana ohausi e Fritziana sp. MAC ja era esperada. Essas duas espécies possuem
canto de anuncio similar e utilizam o mesmo sitio de vocalizagdo, cantam em bambuzais. Entretanto, o
canto de anuncio de F. sp. MAC (n=10) difere de F. ohausi pela maior taxa de repeti¢do das notas (11.4 - 12
notas/seg vs 5 - 6 notas/seg) e por apresentar as notas formadas apenas por um pulso vs 5 a 9 pulsos por
nota em F. ohausi (Heyer et al. 1990). Além disso, o padrdo de coloragdo é diferente e o ventre é liso em F.
sp. MAC vs manchado em F. ohausi (Heyer et al. 1990; Folly et al. 2014). Dessa forma, classificamos essa

espécie como uma espécie candidata confirmada baseado na distancia genética, morfologia e bioacustica.

- Physalaemus sp. 1 (gr. signifer)

A anadlise filogenética, incluindo os espécimes de Physalaemus encontrados na Serra da Jibdia ndo alterou
muito os resultados obtidos por Lourenco e colaboradores (2015) na recente filogenia do género para o
clado P. signifer que foi recuperado com P. nattereri na base do agrupamento (Figura S2). Dentro desse
clado, dois agrupamentos principais foram obtidos: 1) as espécies do grupo de P. deimaticus, com P.
maculiventris como espécie irma desse agrupamento com suporte mediano (0.72) e 2) um clado bem
suportado das espécies do grupo de P. signifer (grupos sensu Nascimento et al. 2005). As amostras de P. sp.
1 obtidos nesse estudo foram recuperados como clado mais basal dentro do grupo de Physalaemus signifer
(sensu Nascimento et al 2005). Physalaemus sp. 1 apresenta entre 6.9 e 9.4% de divergéncia genética entre
ela e as outras espécies do clado (Tabela S2). Essa distancia genética é superior do que a encontrada entre
as espécies nominais irmds do clado que varia entre 1.6% (P. camacan vs P. crombie) e 4.6% (P. atlanticus

vs P. moreirae).

O canto de anuncio de Physalaemus sp. 1 é pulsionado sem a presenca de harménicos o que diferencia ela
de quase todas as espécies do grupo P. signifer (ver compila¢cdo dos cantos em Pimenta et al. 2005; Costa &
Toledo, 2013). Apenas P. bokermanni, P. camacan e P. maculiventris possuem canto semelhante, porém
com a duragdo do canto maior (entre 0.2-0.87) do que a registrada para P. sp. 1. (0.11-012, n=30). Essas
espécies ndo sdo relacionadas a P. sp. 1 na filogenia obtida. Embora P. camacan seja conhecida apenas para
a Bahia, conforme ressaltado acima, o canto de anuncio é bem mais longo (0.38-0.87 - Pimenta et al. 2005)

sendo possivel diferenciar o canto de P. sp. 1 e P. camacan apenas pelo ouvido. P. bokermanni ocorre no
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estado de S3o Paulo (Thomé et al. 2007) e P. maculiventris entre Santa Catarina e o Espirito Santo (Frost
2015; Lourenco et al. 2015) que ficam a mais de 900 km de distancia das amostras coletadas. Dessa forma,
baseado nas caracteristicas bioacusticas e da alta divergéncia genética encontrada, classificamos essa

espécies como candidata confirmada.
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Figura S2. Arvore filogenética do clado de Physalaemus signifer obtida por inferéncia Bayesiana através de 855 pares
de bases do fragmento mitocondrial 16S. Valores de probabilidade posterior sdo mostrados junto aos nds. * = > 0.99.

Valores abaixo de 0.70 ndo sdo mostrados.

Tabela S2. Distancia p nao corrigida entre as espécies do clado de Physalaemus signifer utilizando 809 pares de bases

do gene mitocondrial 16S.

Espécies GenBank 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 Physalaemussp.1S) S)_758* -
2 P.camacan KP146094 7.2 -
3 P.crombiei KP146095 7.7 1.6 -
4 P.nanus KP146096 6.9 6.0 6.6 -
5 P. spiniger KP146098 7.1 6.4 69 4.0 -
6 P. moreirae KP146089 9.4 84 95 84 88 -
7 P. atlanticus KP145940 8.2 80 84 73 69 46 -
8 P. bokermanni KP145936 89 9.0 95 85 83 68 57 -
9 P. signifer KP146090 8.7 82 88 78 74 81 69 90 -
10 P. obtectus KP146093 7.8 59 66 66 64 93 80 9.1 9.0 -
11 P. rupestris KP146099 9.8 9.4 103 94 93 11.0 104 10.8 104 9.7 -
12 P. deimaticus KP146100 99 82 9.1 9.0 80 10.5 103 111 9.7 90 54 -
13 P. erythros KP145938 9.1 7.6 87 88 83 104 103 110 95 91 51 30 -
14 P. maculiventris KP146092 9.4 9.4 10.2 88 9.0 114 10.7 11.0 9.7 9.0 85 9.0 9.0 -

15 Eupemphix nattereri KP146102 13.0 12.2 13.4 11.7 11.4 129 122 13.2 122 13.2 13.4 1211 121 130 -

* nimero de campo do tecido e do testemunho.
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- Ischnocnema sp. 1 a 3 (gr. parva)

Inserimos as sequéncias obtidas de Ischnocnema do gr. parva na matriz do trabalho de Brusquetti e
colaboradores (2013). Embora com suporte mediano (0.75), recuperamos um agrupamento referente as
espécies associadas ao grupo de /. parva, contudo a relacdo interna entre os clados ndo é obtida (Figura
S3). As sequéncias dos exemplares da Bahia formaram trés grupos distintos. As amostras de Serra Bonita,
Serra das Lontras e Alto do Cariri (Ischnocnema sp .1) foram recuperadas no mesmo clado com alta
divergéncia entre a amostra do Alto do Cariri e as demais desse grupo (entre 4.4 e 5.2%). Esse agrupamento
€ irmdo das amostras obtidas em Macarani e Barra do Choca (/schnocnema sp. 2. - divergéncia dentro do
grupo entre 0-0.009%). Uma outra linhagem isolada foi obtida sendo representada por apenas um
individuo da Serra Bonita (Ischnocnema sp. 3) com alta divergéncia genética entre ela e as outras amostras

obtidas na Bahia (entre 13 e 14.2% - Tabela S3).

Nao foi possivel determinar um limiar entre as espécies nominais relacionadas desse grupo. Em um estudo
mais abrangente utilizando seis marcadores moleculares nucleares e mitocondriais com 70 amostras
relacionadas a . parva de diferentes localidades do sudeste, foram determinadas sete espécies ndo
descritas e a menor divergéncia entre as espécies candidatas elencadas foi de 3.9% para o 16S (Barth 2013).

As linhagens recuperadas no nosso estudo apresentam uma distdncia molecular maior (Tabela S3).

Das trés linhagens encontradas na Bahia, apenas da populacdo de Serra Bonita de Ischnocnema sp. 1 foi
coletado um numero maior de individuos. Embora exista uma combinacdo de padrdo de colorido e
morfometria que separa essa populagdo de /. sp. 2 (espécie irmd) e das demais. O Unico individuo coletado
no Alto do Cariri e que foi agrupado no mesmo clado apresenta caracteristicas diferentes. Dessa forma, as
diferencas morfoldgicas encontradas podem ser varia¢des intraespecificas ou a popula¢do do Alto do Cariri
pode representar uma outra espécie candidata. Essa populacdo apresenta alta divergéncia genética entre
ela e os demais representantes do clado. Utilizando outras abordagens filogenéticas (Maxima Parcimoénia e
Mdxima Verossimilhanca), em todas as analises essa amostra foi recuperada junto das espécies de /. sp. 1
(dados ndao mostrados). Para a espécie I. sp. 3 apenas dois individuos jovens foram amostrados o que
dificultou as comparacdes. Dessa forma, classificamos todas as trés espécies encontradas na Bahia como
candidatas ndo confirmadas. A espécie Ischnocnema sp. 2 é mais associada com as areas interioranas, de
transicdo entre Florestas Ombrodfilas e Semideciduais em Macarani e Barra do Chocga. As outras duas
espécies (/. sp. 1 e . sp. 3) sdo encontradas nas serras litoraneas do sul da Bahia em Serra das Lontras, Serra

Bonita e Alto do Cariri.
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Figura S3. Arvore filogenética obtida por inferéncia Bayesiana através de 559 pares de bases do fragmento

mitocondrial 16S. Valores de probabilidade posterior sdo mostrados junto aos nés. * = > 0.99. Valores abaixo de 0.70

ndo sdo mostrados.

Tabela S3. Distancia p nao corrigida entre as espécies do grupo de Ischnocnema parva utilizando 506 pares de bases

do gene mitocondrial 16S.

Espécie GenBank 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Ischnocnema sp. 1 AC_625*
2 Isp.1 SL 878* 44 -
3 lsp.1 SB_78* 52 23 -
a Isp.2 BC_165* 7.2 53 6.6 -
5 Lsp.3 SB_84* 134 13.8 14.2 13.0 -
6 I. nanahallux KC569983 13.6 13.7 15.1 12,5 10.7 -
7 |. parva (topotipo) KC569989 16.1 15.7 16.3 12.5 109 11.3 -
8 /. parva (Sdos Orgdos -RJ) JX267379 12.1 10.4 11.9 10.2 10.8 9.9 84 -
9 I. parva (Bananal-SP) JX267530 13.5 13.1 139 10.8 11.2 10.8 9.7 8.8 -

* nimeros de campo dos tecidos e dos testemunhos.
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- Adelophryne

As espécies do género Adelophryne vivem na serapilheira e devido a seu tamanho reduzido e agilidade
(Hedges et al. 2008), sdo consideradas de dificil amostragem (MacCulloch et al. 2008; Lourenco-de-Moraes
et al. 2012; Fouquet et al. 2012). Durante as atividades de campo, uma grande quantidade de individuos
pertencentes a esse género foi encontrado, contudo sua identificacdo através da morfologia externa ndo é
trivial. Foram obtidas sequéncias de 16 individuos de Adelophryne de oito diferentes localidades na Bahia
(Serra Bonita, Serra das Lontras, Serra do Corcovado, Wenceslau Guimaraes, Macarani, Alto do Cariri, Ilhéus
e Igrapiuna). Além disso, sequenciamos um paratipo de A. glandulata (MZUESC 12180) de Santa Teresa no
Espirito Santo. Fouquet e colaboradores (2012) demonstraram que a diversidade do género esta
subestimada e encontraram seis espécies candidatas de Adelophryne (Adelophryne sp. 1 a 6) na Mata
Atlantica. Nossos resultados conseguiram resgatar cinco dessas linhagens em localidades nao reportadas
nesse estudo (Figura S4). Os valores de divergéncia entre os diferentes clados encontrados na Mata

Atlantica variaram entre 9.4 e 24.1% (Tabela S4).

Algumas dessas linhagens ja foram associadas a espécies nominais. Lourenco-de-Moraes e colaboradores
(2012) atribuiram Adelophryne sp. 6 a A. mucronatus. Durante a descri¢do de A. meridionalis foi sugerido
gue a mesma e A. sp. 5 poderiam ser a mesma espécie, devido a proximidade geografica das amostras
(Santana et al. 2012). Os nossos resultados filogenéticos recuperam A. sp. 5 junto com A. glandulata. Sendo

assim, a posicdo filogenética de A. meridionalis continua incerta.

Fouquet e colaboradores (2012) tentaram associar os individuos seqlienciados da Serra do Teimoso e da
Serra das Lontras a Adelophryne pachydactyla devido a proximidade geografica com a localidade tipo e a
caracteristicas morfoldgicas compativeis com essa espécie. Os autores nao forneceram quais foram as
evidéncias morfolégicas que levaram eles a chegarem a essa conclusdo. Adelophryne pachydactyla foi
descrita baseado em um Unico exemplar diminuto com 11.1 mm de comprimento rostro cloacal
apresentando como caracteristica mais marcante a presenca de duas falanges no dedo IV (Hoogmoed et al.
1994). Um individuo coletado na Serra Bonita, pertencente a esse clado (SB_82), foi diafanizado e o mesmo
apresenta trés falanges no dedo IV (Ricardo Lourenco-de-Moraes, Comunicag¢do pessoal) o que inviabiliza a
atribuicdo das amostras desse clado a A. pachydactyla. Dessa forma, consideramos que trata-se de mais
uma espécie candidata, que tratamos aqui como Adelophryne sp. 8, uma das maiores espécies do género
(CRC entre 13 - 16 mm) amplamente distribuida nas areas de altitude do sul da Bahia. Essa espécie é irma
de A. mucronatus que foi descrita como portadora de um "flap" anal, enquanto A. sp. 8 ndo apresenta tal

caracteristica.

Os exemplares associados a Adelophryne sp. 2 sdo os que mais se assemelham com a descricdo de A.
pachydactyla. Sao individuos pequenos (CRC entre 10.5 - 12 mm, n = 6), aparentemente com duas falanges
no dedo IV (o que necessita de confirmacdo através de diafanizacdo) com pele lisa, timpano visivel e uma

pequena mancha mais clara no antebraco (Hoogmoed et al. 1994). Além disso, um exemplar da provavel
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localidade-tipo (municipio de llhéus) de A. pachydactyla foi recuperado nesse mesmo agrupamento.
Embora caracteristicas similares foram encontradas, ndo fizemos um estudo detalhado da morfologia dessa
espécie para associar a A. sp. 2 com A. pachydactyla. Mesmo assim, reforcamos a necessidade de uma
revisdo morfoldgica minuciosa utilizando um nimero grande de exemplares, principalmente da localidade
tipo, para redescrever a espécie A. pachydactyla para conhecermos sua variagao morfoldgica, baseado na
sua descri¢cdo original. S6 assim serd possivel definir o status taxon6mico das espécies que possuem duas
falanges no dedo IV na regidao. Como a espécie irma de A. sp. 2 é outra espécie candidata sem informagdo
disponivel sobre sua morfologia, ndo conseguimos atribuir nenhuma caracteristica que separe essas duas

espécies e classificamos A. sp. 2 como uma espécie candidata ndo confirmada.
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Figura S4. Reconstrucdo filogenética (a) baseada em inferéncia Bayesiana utilizando 800 pares de bases do gene
mitocondrial 16S. Valores de probabilidade posterior sdo mostrados junto aos nds. * = 2 0.99. Valores abaixo de 0.70
ndo sdo mostrados. b) Adelophryne sp. 8 da Serra do Corcovado. c) Adelophryne sp. 4 do Alto do Cariri e d)
Adelophryne sp. 2 de Wenceslau Guimardes (Foto de Rafael de Abreu). CMS = Clado da Mata Atlantica Sul e CMN =
Clado da Mata Atlantica Norte segundo Fouquet et al. (2012).
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Por ultimo, a amostra obtida no Alto do Cariri ficou agrupada com a Adelophryne sp. 4. no clado Sul da
Mata Atlantica. Utilizando um conjunto de dados mais abrangente essa espécie é bem sustentada como
irma de A. glandulata (A. sp. 5 em Fouquet et al. 2012) o que ndo foi recuperado em nossas analises,
provavelmente devido ao uso de um Unico marcador. Essa espécie pode ser diferenciada de A. glandulata
pela auséncia da glandula que inicia da parte posterior do olho até o membro anterior, principal

caracteristica dessa espécie. Sendo assim, classificamos essa espécie como candidata confirmada.

Tabela S4. Distancia p ndo corrigida entre as espécies de Adelophryne da Mata Atlantica baseado em 445 pb do gene

mitocondrial 16s.

Espécie GenBank 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 Adelophryne sp. 1 1X298284 -
2 A.sp.2 1X298283 130 -
3 A.sp.2 10S_223* 12.7 34 -
4 A.sp. 4 JX298290 18.1 21.0 21.0 -
5 A.sp.4 AC_620% 17.5 20.4 20.0 1.6 -
6 A. glandulata 1X298287 17.6 24.1 23.4 131 134 -
7 A. glandulata MZUESC 12180%  17.9 22.4 22.2 10.7 11.2 5.8 -
8 A. mucronatus JX298291 18.8 23.6 22.2 11.0 11.0 129 112 -
9 A. mucronatus WG_719 17.4 229 220 96 94 136 114 43 -
10 A.sp. 8 JX298294 219 22,7 22,7 12.1 12.2 15.1 13.0 11.7 124 -
11 A.sp. 8 MAC_334* 21.9 22.2 222 123 12.6 15.6 14.0 12.1 12.8 3.2 -
12 A.sp. 8 SB_79* 22,5 239 240 11.4 114 148 13.0 114 116 3.7 2.7 -
13 A.sp. 8 SL_879* 219 22.7 22,7 12.1 12.2 15.1 13.0 11.7 124 0.0 3.2 3.7 -
14 A. baturitensis JX298281 12.4 14.1 145 19.2 18.6 20.6 19.8 20.5 19.8 21.2 21.6 22.5 21.2 -
15 A. maranguapensis  JX298285 129 169 17.6 21.5 21.9 20.0 20.0 20.4 20.0 21.3 20.2 20.6 21.3 13.6 -
* nimeros de campo dos tecidos e dos testemunhos. = Niumero de tombo do Museu de Zoologia da UESC
- Phyllodytes

O género Phyllodytes é composto atualmente por 11 espécies, sendo que seis delas (P. kautskyi, P. luteolus,
P. maculosus, P. melanomystax, P. tuberculosus, P. wuchereri) ocorrem na Bahia (Frost 2015). Essas
espécies utilizam bromélias durante todo o seu ciclo de vida, o que dificulta a sua amostragem, devido ao
fato, que a maioria delas utilizam bromélias arbdreas situadas a mais de trés metros de altura. Outros
inventdrios realizados no sul da Bahia ndo conseguiram associar os exemplares coletados a espécies
nominais, e propuseram que a diversidade no género deve ser bem maior do que a conhecida atualmente

(Dias et al. 2014a; Dias et al. 2014b).

Durante as expedi¢des de campo, foi possivel coletar 15 exemplares pertencentes a 13 diferentes
localidades incluindo a aquisicdo de dados bioacusticos para a maioria dos morfotipos amostrados. Com
excecdo de Phyllodytes punctatus e P. brevirostris, as demais espécies do género possuem o canto de
anuncio descrito (ver resumo em Campos et al. 2014; Cruz et al. 2014; Marciano-Jr et al. - em preparacao),

facilitando as comparacGes entre as diferentes espécies.

Segundo Faivovich et al. (2005) o género Phyllodytes esta inserido na tribo Lophiohylini. Sendo assim,

inserimos diferentes géneros dessa tribo para testar as relagdes e a monofilia de Phyllodytes e usamos trés

37



representantes (Plectrohyla glandulosa, Pseudacris ocularis e Ptychohyla spinipollex) do clado irm&do Hylini,

como grupo externo.
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Figura S5. Reconstrucdo filogenética baseada em inferéncia Bayesiana utilizando 822 pares de bases do gene
mitocondrial 16S. Valores de probabilidade posterior sdo mostrados junto aos nés. * = > 0.99. Valores abaixo de 0.70

ndo sdo mostrados.

Recuperamos o género Phyllodytes como monofilético com alto suporte e como grupo irmdo do género
Osteocephalus, porém com suporte baixo (Figura S5). Dentro de Phyllodytes, embora a maioria das
linhagens sejam bem suportadas, as relagdes entre elas apresentam suporte mediano. Alta divergéncia

genética foi encontrada entre as oito linhagens recuperadas, entre 3.8 e 13.7% (Tabela S5).

As duas espécies nominais utilizadas Phyllodytes luteolus e P. wuchereri ficaram agrupadas no mesmo clado
e a divergéncia entre elas é de 3.8 a 4.4%. A espécie Phyllodytes sp. 1 é recuperada como grupo irmdo de P.
luteolus + P. wuchereri com baixo suporte. O padrao de colorido das manchas no dorso e a auséncia de uma
linha branca nas faixas longitudinais do corpo diferencia essa espécie de P. luteolus e P. wuchereri, além de
diferencas bioacusticas que separam essa espécie das demais do género (Figura S6). Entretanto essa
espécie é muito similar a Phyllodytes sp. 5 WG, porém ndo foram recuperadas no mesmo clado e
apresentam alta distancia genética (8.0 a 9.3%). Ndo conseguimos encontrar caracteristicas morfolégicas
gue distinguem essas duas linhagens e ndo foram obtidos cantos de Phyllodytes sp. WG. Sendo assim,
classificamos essa linhagem como uma espécie candidata ndo confirmada. Sua posicdo taxondmica

continua incerta, possivelmente a utilizacao de outros marcadores moleculares deve ajudar a resolver essa
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problemadtica, junto com a obtencdo de dados bioacusticos e morfoldgicos.

Tabela S5. Distancia p ndo corrigida entre as espécies de Phyllodytes baseado em 725 pb do gene mitocondrial 16s.

Espécies Cédigo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 Phyllodytes sp. 1 SB_106* -
2 P.sp.1 SL_876* 1.1 -
3 P.sp.1 sC_200* 79 80 -
4 P.sp.5 WG_699* 9.3 9.3 8.0 -
5 P.sp.2 ID1010* 12.6 129 123 114 -
6 P.sp.3 SJ_840* 10.1 103 86 83 120 -
7 P.sp. 4 AY843721 11.7 11.6 10.2 10.6 13.2 9.9 -
8 P.sp.4 SJ_854* 11.8 11.7 10.6 10.7 13.1 10.0 1.1 -
9 P. cf. kaustskyi 1018 ITA 10.7 10.3 10.2 10.6 13.7 9.0 104 10.7 -
10 P. cf. kaustskyi 1064_MIC 11.5 11.1 10.7 10.6 13.4 10.4 10.2 10.6 3.9 -
11 P. luteolus AY843721 76 7.7 66 69 117 75 90 93 76 87 -
12 P. luteolus AC_635* 79 7.7 63 72 117 66 9.0 92 79 94 32 -
13 P. luteolus MAC_409* 83 79 6.8 7.0 120 6.8 94 96 80 94 34 07 -
14 P. wuchereri PL268* 83 86 72 73 119 79 87 9.1 86 89 38 42 44 -

15 P.castanholinha Una_1063* 6.0 6.1 8.0 89 13.7 89 104 105 103 110 7.7 7.2 73 79 -

* nimeros de campo dos tecidos e dos testemunhos.

A morfologia dos individuos atribuidos a Phyllodytes cf. kautskyi é condizente com a diagnose da espécie
(Peixoto & Cruz 1988), contudo o canto das populagdes de Igrapiina apresentam algumas diferencas
bioacusticas quando comparado com a descricdo do canto dessa espécie (Simon & Gasparini 2003) e
optamos por considera-la como P. cf. kautskyi. Esse agrupamento foi posicionado como irmdo de
Phyllodytes sp. 4 com distancia genética entre esses dois clados é maior que 10%. Pelo tamanho reduzido
essa espécie pode ser diferenciada de P. cf. kautskyi e da maioria das espécies do género, bem como
através de suas caracteristicas bioacusticas (Figura S6). Essa linhagem foi encontrada em Una e na Serra da
Jibdia (800 m de altitude), aproximadamente a 270 km de distancia e apresenta baixa divergéncia genética
entre elas (1.1%). Isso demonstra que essas popula¢cdes devem ter mantido fluxo génico recente e essa
espécie deve ser amplamente distribuida, utilizando tanto ambientes de restinga, como também campos
rupestres em elevada altitude. Ao contrdrio do que foi observado em Phyllodytes sp. 1, populacbes
relativamente préoximas (~ 70 km de distancia) como a da Serra do Corcovado e Serra Bonita apresentam
alta divergéncia genética (7.9%). Isso indica que provavelmente o contato entre essas populagbes
aconteceu em um periodo mais antigo, outro fato que pode ter colaborado com isso é que aparentemente

essa espécie é tipica de areas de altitude o que poderia dificultar o fluxo génico entre as populagdes.

A espécie Phyllodytes sp. 2 é a mais basal em nossas analises e facilmente distinguivel de todas do género
pela combinacdo do comprimento rostro-cloacal, padrdo dorsal, formato da cabeca e presenca coloracdo
na regido inguinal. Por fim, Phyllodytes sp. 3, além de possuir o canto distinto das outras espécies (Figura

S6), pode ser diferenciada pelo grande tamanho, formato da cabecga e padrao de colorido uniforme.
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Figura S6. Oscilograma do canto de anuncio de Phyllodytes wuchereri (a) da Pedra Lascada e das espécies candidatas
P. sp. 1 (b) da Serra do Corcovado, P. sp. 4 (c) e P. sp. 3 (d) da Serra da Jibdia. Todos os cantos possuem duragao total

de 0.5 segundos.

- Pristimantis

Trés linhagens divergentes foram recuperadas utilizando as sequéncias coletadas nas dreas de altitude
dessa trabalho (Capitulo 2 - Tabela 4 e Apéndice 1IV) o que duplica a diversidade atual conhecida de
Pristimantis da Mata Atlantica (Canedo & Haddad 2012). A espécie Pristimantis sp .1 ficou posicionada
como espécie irma de P. vinhai, embora com baixo suporte. Utilizando outros métodos filogenéticos
(Maxima Parcimonia e Maxima Verossimilhanga) o posicionamento obtido dessas duas espécies sempre foi
o mesmo (dados ndo mostrados). Essa espécie é prontamente diferenciada de P. vinhai pelo padrdo da
faixa pods-ocular e caracteristicas bioacusticas. Todavia, ela é morfologicamente muito similar a P.
paulodutrai, porém com cantos de anuncios distintos (Figura S7). Essa morfologia criptica provavelmente
dificultou a sua plena identificacdo anteriormente, ja que essa espécie é amplamente distribuida no interior

de florestas da Bahia sendo relativamente comum nesses ambientes.

Pristimantis sp. 2 foi encontrada apenas em uma area de altitude em Wenceslau Guimardes (800 m).

Embora ndo tenhamos realizados gravagdes de P. sp. 2, as outras espécies relacionadas (Pristimantis
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paulodutrai, P. vinhai, P. sp. 1) foram encontradas vocalizando no mesmo lugar e ao mesmo tempo, o que
tornou perceptivel a diferenga entre o canto de anuncio de P. sp. 2 e as espécies citadas. Sendo assim,

sugerimos que é uma espécie candidata confirmada.

A espécie Pristimantis sp. 3 é a mais divergente entre as linhagens da Mata Atlantica com distancia genética
superior a 12 % das demais espécies que ocorrem nesse bioma. Em nossas analises essa espécie foi
recuperada como irma de P. zeuctotylus (divergéncia entras as duas de 12%) espécie que ocorre no
noroeste da America do Sul, principalmente na regido amazbnica da Venezuela e das Guianas (Frost 2015),
dentro do grupo de Pristimantis conspicillatus (Hedges et al. 2009). Esse grupo era composto por 37
espécies com distribuicdo geografica entre a Coldmbia e as Guianas (Hedges et al. 2009) e atualmente, as
espécies conhecidas do grupo de Ischnocnema ramagii (I. ramagii e I. paulodutrai) + I. vinhai da Mata
Atlantica foram incluidas nesse agrupamento (Canedo & Haddad 2012). Diante da grande diversidade de
espécies de Pristimantis desse grupo encontrada fora da Mata Atlantica, a relagdo dessa espécie com as
demais, precisa ser reavaliada com um conjunto de dados mais abrangente. Entretanto, essa espécie
apresenta morfologia e canto de anuncio distinta das outras espécies do género, sendo diagnosticada como
espécie candidata confirmada. Pristimantis sp. 3 é tipica das Florestas Montanas da Mata Atlantica da

Bahia.

a)

b)

d)

Figura S7. Oscilograma do canto de anuncio de Pristimantis sp. 3 (a) da Pedra Lascada, P. paulodutrai (b) de Ilhéus, P.
sp. 2 (c) da Serra do Timbo e de P. vinhai (d) da Serra Bonita.
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Capitulo 2

Filogeografia de Pristimantis vinhai (Anura: Craugastoridae) revelam alta
estruturacdo genética em uma espécie endémica da Mata Atlantica do Sul da

Bahia, Brasil.

Pristimantis vinhai (Bokermann, 1975)
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Fillogeografia de Pristimantis vinhai (Anura: Craugastoridae) revelam alta estruturacdo genética em uma

espécie endémica da Mata Atlantica do Sul da Bahia, Brasil.

RESUMO

Pristimantis vinhai é uma espécie endémica da Mata Atlantica da Bahia. Essa mesma regido foi estimada
como réfugio climdtico por diferentes estudos realizados nesse bioma. Entretanto, a estrutura genética de
espécies de anfibios restritas a esse refugio ainda ndo foi estudada. Utilizando uma abordagem
filogeografica através de quatro genes nucleares e mitocondriais aliados com paleomodelagem, verificamos
se existe estruturacdao genética entre as populagdes dessa espécie e quais foram os possiveis eventos
histéricos que poderiam ter influenciado os resultados alcangados. Foram sequenciados 85 individuos de 20
diferentes localidades na Bahia. As andlises filogenéticas recuperaram seis linhagens divergentes na regido
e 77% da variagdo genética foi encontrada devido a diferenga entre os grupos recuperados. A
paleomodelagem estimou as areas de altitude da regido como reflugios climaticos para essa espécie, os
quais foram confirmados através da maior diversidade genética encontrada nesses locais. Além disso, ao
contrario dos outros estudos realizados na Mata Atlantica, os resultados da paleomodelagem indicaram
gue as populagdes dessa espécie foram fragmentadas durante os periodos interglaciais, nos quais o clima
estava mais quente e seco. Nossos resultados indicam que a histéria evolutiva de Pristimantis vinhai foi
moldada, tanto pelas oscilagdes climaticas do Pleistoceno, como também por eventos mais antigos, pois a
datacdo das divergéncias iniciais dessa espécie apontaram para o final do Mioceno. Dessa forma, nenhum
processo isolado parece ter influenciado a variabilidade genética encontrada atualmente nessa espécie, e
sim um conjunto de eventos histéricos que atuaram em diferentes periodos ao longo da existéncia de

Pristimantis vinhai.
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INTRODUCAO

Um dos grandes desafios para os pesquisadores que estudam a biodiversidade é entender quais foram os
processos que culminaram na grande diversidade bioldgica encontrada nos trépicos (Balakrishnan 2005;
Rull 2008; Antonelli & Sanmartin 2011). A Mata Atlantica (MA), um dos cinco mais importantes hotspots do
mundo, é um dos representantes desses locais com alta riqueza e endemismos (Myers et al. 2000), onde a
taxa de descoberta de novas espécies, de diferentes grupos de vertebrados, ainda é alta (e.g., Dias et al.
2013; Mauricio et al. 2014; Ribeiro et al. 2015; Pavan 2015; Graboski et al. 2015). Indo na contramdo da
conservacao e em um ritmo muito mais acelerado esta a atual situacdo desse bioma com grande parte da
sua floresta nativa convertida em dreas para atividades agropastoris (Ribeiro et al. 2009) apagando

registros importantes de sua biota e processos ainda nao estudados.

Diferentes estudos foram realizados na Mata Atlantica para desvendar quais foram os principais processos
responsaveis pela diversificagdo da sua biota e quando eles ocorreram nessa regido (e.g., Grazziotin et al.
2006, Cabanne et al. 2007, 2008, 2011; Carnaval et al. 2009; Fitzpatrick et al. 2009; Ribeiro et al. 2011,
Thomé et al. 2010; d’Horda et al. 2011; Maldonado-Coelho 2012; Tonini et al. 2013; Leite et al. 2016). As
oscilagdes climdticas do Quaternario sdo frequentemente utilizadas para explicar os padrdes encontrados
na estruturacdo genética das espécies da Mata Atlantica (e.g. Cabanne et al. 2008; Carnaval et al. 2009;
d’Horda et al. 2011) mediante associagdo com a teoria dos refugios florestais (Haffer 1969; Vanzolini &
Williams 1970; Brown & Ab’Saber 1979). Essa hipdtese prediz que a diminui¢do da umidade e temperatura
durante os periodos glaciais na regido tropical ocasionaria uma retragdo florestal, formando ilhas de
florestas Umidas (refugios) circundadas por areas abertas. Isso ocasionaria fragmentacdo da distribuicdo e
isolamento das espécies dependentes de florestas e consequentemente, especiacdo alopdatrica, caso esse
cendrio durasse tempo suficiente para isso. O inverso aconteceria nos periodos interglaciais, com a

expansao das florestas Umidas devido ao clima mais quente e Umido.

Entretanto, alguns estudos ndo sdo totalmente congruentes com a teoria do reflgios, onde os eventos
vicariantes foram datados para antes do Quaterndrio (Grazziotin et al. 2006, Thomé et al. 2010, Amaro et
al. 2012) e foram associados com atividades téctbnicas que coincidiram com a localizagdo das
descontinuidades filogeograficas encontradas (Thomé et al. 2010; Batalha-filho et al. 2010; Amaro et al.
2012). Outros estudos recorreram a hipdtese dos rios (Wallace 1852) como barreiras geograficas para
explicar seus resultados (Pellegrino et al. 2005; Ribeiro et al. 2011). Dessa forma, é provavel que a alta
riqueza de espécies encontradas atualmente na Mata Atlantica ndo possa ser atribuida a nenhum processo
isolado e sim a atuacdo concomitante ou nao, de diferentes processos ao longo da histéria evolutiva do

bioma (Rull 2011).

Estudos de paleomodelagem da Mata Atlantica estimaram a regido central do bioma, principalmente no
estado da Bahia, como uma grande 4rea de estabilidade florestal durante o Ultimo Maximo Glacial - UMG

(Carnaval & Moritz 2008; Porto et al. 2013; Leite et al. 2016). Nessa regido é encontrado um alto nimero de
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endemismos da fauna e da flora (Haffer 1974; Brown 1991; Thomas et al. 1998) e especialmente para os
anfibios sdo conhecidas 30 espécies endémicas (Silvano & Pimenta 2004; Dias et al. 2014a), das quais, dez
sdo restritas a localidade tipo (Carcerelli & Caramaschi 1992; Hoogmoed et al. 1994; Canedo et al. 2004;
Cruz et al. 2007; Junca & Nunes 2008; Recoder et al. 2010; Napoli et al. 2011; Caramaschi 2012; Caramaschi
et al. 2013; Teixeira et al. 2013). Para as espécies dependentes de florestas e endémicas dessa regido,
devido a persisténcia de grandes dreas florestadas continuas ao longo do tempo, as oscilagdes climaticas do
Quaternario devem ter tido pouca influéncia sobre suas populacdes e seria esperado encontrar nenhuma
ou baixa estruturacdo genética para essas espécies que possuem distribuicdo restrita ao refligio ou
processos de diversificacdo anteriores a esse periodo. Entretanto, nenhum estudo filogeografico

abordando espécies de anfibios endémicas dos reflgios estimados foi realizado até o momento.

Dessa forma, no intuito de preencher em parte essa lacuna, estudamos a filogeografia de Pristimantis
vinhai (Bokermann, 1975), espécie endémica da Mata Atlantica do sul da Bahia, utilizando genes
mitocondriais e nucleares aliados a paleomodelagem para entender quais foram os processos que
moldaram a variagdo genética desse taxon e se houve alguma influéncia das oscilagdes climaticas do
Pleistoceno sobre a variabilidade genética encontrada, contribuindo assim para melhor compreensao da

historia evolutiva do bioma e de espécies que sdo restritas aos possiveis refugios estimados.

MATERIAL E METODOS

- Espécie estudada e Amostragem

Pristimantis vinhai é uma espécie endémica da Mata Atlantica do sul da Bahia, ocorrendo entre os
municipios de Santa Teresinha na Serra da Jibdia (Juncd 2006) até o municipio de Itamaraju, no extremo sul
da Bahia (Silvano & Pimenta 2003). Espécie de tamanho pequeno - entre 19 e 25 mm de comprimento
rostro-cloacal - possui desenvolvimento direto (Bokermann 1975) sendo encontrada geralmente em
ambientes florestados preservados. Contudo pode ser registrada também em cabrucas (areas de cultivo de

cacau sombreadas por arvores nativas ou exdticas).

Anfibios sdo bons modelos para realizar estudos filogeograficos devido a sua fraca capacidade de dispersdo
e alta filopatria (Beebee 1996) apresentando estruturacdo genética em curtas distancias e retendo sinais
dos eventos histéricos que moldaram sua atual distribuicdo (Zeisset & Bebee 2008), além de serem faceis

de coletar.

Durante as amostragens realizada entre 2014 e 2015, foram amostrados 85 individuos de Pristimantis
vinhai contemplando toda a distribuicdo geografica conhecida dessa espécie (Figura 1), incluindo a
localidade-tipo no municipio de Ilhéus (Bokermann 1975). Além disso, outras espécies de Pristimantis
encontradas durante as atividades de campo foram coletadas, sequenciadas e incluidas nas analises

filogenéticas (Apéndice I).
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As amostras de tecidos foram retiradas do musculo e armazenados em alcool absoluto. O material
testemunho serd depositado no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa Cruz. Para as
analises filogenéticas também foram utilizadas as sequéncias disponiveis no GenBank relacionadas com a

espécie focal do trabalho, assim como para as outras espécies utilizadas como grupo externo (Apéndice Il)
- Extragdo e Sequenciamento do DNA

O DNA das amostras foi extraido utilizando o kit Wizard® Genomic Purification da Promega conforme as
instrucdes do fabricante. Duas regides mitocondriais (NADH subunidade 2 - ND2 e o 16S rDNA - 16S) e dois
fragmentos nucleares (gene ativador da recombinagdo I: RAG-1 e Tirosinase: TYR) foram amplificados via
PCR, utilizando os primers descritos na tabela 1. Cada rea¢do de PCR apresentava um volume final de 20 pL,
sendo composto por 2 pL de tampdo 10X, 0,8 uL de MgCI2 (50 mM), 1,65 uL de solugdo de dNTP (10 mM
para cada nucleotideo), 0,8 uL de cada primer (10 uM), 0,2 uL de Taq e 1,75 uL de DNA.

As condigGes de amplificagdo consistiam de uma etapa inicial de desnaturagdao com temperatura de 94°C
por 5 minutos, seguida por 35 ciclos conforme a tabela 1 para cada tipo de primer e uma etapa final de
extensdo de 72°C por 5 minutos. A amplificagdo e a qualidade dos produtos do PCR foram visualizados em
gel de agarose 1% corados com Gel Green. Posteriormente, as amostras foram purificadas com PEG 8000
(Polietilenoglicol) conforme o protocolo de Paithankar e Prasad (1991). O sequenciamento das amostras foi
realizado no Laboratério de Filogendmica na Universidade Federal do Para, através do método de
dideoxinucleotideos terminais com reagentes do Kit Big Dye v3.1 Cycle Sequencing (Applied

Biosystems/Life Technologies) no sequenciador automatico modelo ABI 3500 XL (Life Technologies).

Tabela 1. Sequéncias e ciclo de PCR dos primers utilizados nas analises moleculares.

Regido Ciclo de PCR (35x)
Primers Sequéncia Fonte
Génica 1 2 3
16S 16S_L 5'- GCCTCG CTT GTT TAC CAA AAAC-3’ Palumbi 1996 94°C 53°C 72°C
16S 16S_H 5'- CCG GTC TGA ACT CAG ATCACGT -3’ Varela et al. 2007  60s 60s 60s
ND2 ND2_ELEUF1 5'- CAC CCA CGM GCC ATT GAA GC -3’ Carnaval & 94°C 53°C 72°C
ND2 ND2_ALAR 5'- TAA AGT GTCTGA GTT GCATTCA -3’ Bates 2007 30s 30s 120s
TYR TyrlC_F 5’- GGC AGA GGAW CRT GCCAAG ATG T -3’ Bossuyt e 94°C 57°C 72°C
TYR TyrlG_R 5- TGCTGG GCR TCT CTC CAR TCC CA -3’ Milinkovitch, 2000  30s 30s 40s
RAG-1 Ragllsch_F2 5'- TGT TGG BAT CAT TGA YGG CYT WTC -3’ Barth et al. 94°C 54°C 72°C
dados ndo
RAG1 Ragllsch_R2  5'-GGCTTT GCA GAA ACT CCCTTA ACT C-3’ 60s 60s 60s
publicados

1. desnaturacdo; 2. anelamento; 3. extensdo

- Analises das Sequéncias

Os cromatogramas foram verificados visualmente utilizando o software CodonCode Aligner 6.0.2 e o

consenso das sequéncias dos fragmentos nucleares foram obtidos através do software DNA Baser
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Assemble V4. Os sitios heterozigotos identificados através de picos duplos sobrepostos em ambas as fitas
dos genes nucleares foram inicialmente codificados com o cddigo da IUPAC correspondente.
Posteriormente as sequéncias de DNA foram alinhadas, utilizando o algoritmo ClustalW implementado no

BioEdit 7.2.5 (Hall 1999) e inspecionadas e corrigidas visualmente.

Os haplétipos dos genes nucleares foram reconstruidos através do programa PHASE (Stephens et al. 2001;
Stephens & Donnelly 2003) com o auxilio do SeqPHASE (Flot 2010). Cinco corridas independentes com 1000
iteracGes com diferentes pontos iniciais (seeds) foram realizadas para cada fragmento nuclear e
posteriormente verificado a congruéncia entre as diferentes corridas. Foram utilizados os hapldétipos que
apresentavam probabilidade de reconstrugao de p > 0.6 ja que foi demonstrado que a utilizagdo desse
limiar produz pouco ou nenhum aumento dos falsos positivos (Harrigan et al. 2008; Garrick et al. 2010). O
teste PHI implementado no SPLITSTREE 4 foi utilizado para testar se havia recombinagdao nos genes

nucleares (Bruen et al. 2006).

- Estrutura genética

A analise filogenética foi realizada utilizando os quatro genes concatenados (uma matriz de dados com
2578 pares de bases - pb) através de Inferéncia Bayesiana. Como grupo externo foram utilizadas sequéncias
de Haddadus binotatus, "Eleutherodactylus" bilineatus e Barycholos ternetzi e de diferentes espécies do
género Pristimantis (Apéndice Il) que resultou em uma darvore com 128 terminais. A arvore bayesiana foi
implementada no MrBayes 3.2.6 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) e as corridas foram realizadas no portal
CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller 2010). O modelo evolutivo mais apropriado e o melhor esquema de
particdo foi estimado através do PartitionFinder v1.1.1 (Lanfear et al. 2012), utilizando o critério de
informacado Akaike (AIC). O melhor esquema de particdo estimado para os genes foi: GTR + | + G para o 16S;
GTR + G para 0 1° cddon e GTR + | + G para 0 2° e 3° cddon do ND2; HKY + | para 0 1° e 2° c6don e GTR + G
para o 3° coddon de TYR e HKY + | para 0 1° e 2° cddon e GTR + | + G para o 3° cddon do RAG-1. A analise foi
realizada com duas corridas independentes com 70 milhdes de geragbes com quatro cadeias de Monte
Carlo Markov (MCMC), amostrando uma arvore a cada 1000 geracdes. A convergéncia entre as cadeias
(Effective Sample Size; ESS > 200), o tamanho adequado do burnin e a performance geral das corridas
foram avaliadas no Tracer 1.6 (Rambaut et al. 2014). Os primeiros 20% das arvores foram descartadas

como burn-in e a arvore consenso foi visualizada utilizando o FigTree 1.4.2 (Rambaut 2009).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada utilizando os agrupamentos recuperados nas
analises anteriores, através de 10.000 replicacGes no programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al. 2005). Os

valores de Fst, na comparagdo par a par, entre os grupos foi obtida no mesmo programa.

As redes de haplétipos foram geradas para os genes nucleares utilizando o software HaploViewer

(http://www.cibiv.at/~greg/haploviewer), através de uma arvore de maxima parciménia produzida no
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DNAPARS, disponivel no pacote PHYLIP v.3.695 (Felsenstein 2005), seguindo as recomendac¢des de

Salzburger e colaboradores (2011) utilizando os filogrupos obtidos nas analises filogenéticas.

A distancia genética média entre os principais agrupamentos recuperados nas analises acima foi obtida
utilizando a distancia-p ndo corrigida com 1000 replicas de Bootstrap no programa Mega v 5.0 (Tamura et

al. 2011) para o 16S e o ND2. Também foram incluidas nessa andlise outras espécies de Pristimantis.

- Paleomodelagem climatica

No intuito de estimar potenciais dreas estaveis para P. vinhai durante o Pleistoceno foram desenvolvidos
modelos de distribuicdo de espécies (MDE) sob condi¢bes climaticas atuais e em cenarios climaticos do
passado, no médio Holoceno (6000 anos (6k) atrds) e para o Ultimo Maximo Glacial (UMG - 21000 anos
(21k) atras). A modelagem foi baseada em 25 pontos georeferenciados que contemplam toda a distribui¢do

conhecida da espécie (Apéndice Ill).

Para a modelagem da distribuicdo potencial presente foram utilizados dados climdticos obtidos na pagina
do WorldClim (Hijmans et al. 2005) com resolu¢do espacial de 2.5 arc. min. resultantes de condi¢cbes médias
bioclimaticas (Beaumont et al. 2005) compiladas durante o periodo de 1950 e 2000. Modelos globais de
simulacBes climaticas, seguindo o cendrio rlilpl, para o médio Holoceno (6 k) e para o Ultimo Méaximo
Glacial (21 k) foram obtidos do projeto PMIP3 (Braconnot et al. 2012; Harrison et al. 2015) (médio-
Holoceno: FGOALS-g2, GISS-E2-R, IPSL-CM5A-LR, MIROC-ESM, MPI-ESM-P, MRI-CGCM3, CCSM4, CNRM-
CM5, CSIRO-Mk3-6-0, BCC-CSM1-1, CSIRO-Mk3L-1-2; Ultimo Méximo Glacial: CCSM4, CNRM-CMS5,
COSMOS-ASO, FGOALS-g2, IPSL-CM5A-LR, MIROC-ESM, MPI-ESM-P, MRI-CGCM3).

Com base em dados brutos de temperatura e precipitagdo, um conjunto abrangente com 19 varidveis
bioclimaticas foram computados e rescalonados para uma resolugdo de 2.5 arc. min. aplicando o método
Delta (Peterson & Nyari 2007). Para testar se existia colinearidade entre as varidveis na drea de estudo, foi
realizado um teste par a par utilizando correlacdo de Spearman. Quando duas varidveis apresentavam uma
alta correlacdo entre elas (R?> 0.75), uma delas era retirada da andlise para minimizar os efeitos negativos
da colinearidade nas projecdes (Heikkinen et al. 2006). O banco de dados final compreendeu as seguintes
variaveis climdaticas: temperatura média anual (biol), isotermalidade (bio3), sazonalidade da temperatura
(bio4), temperatura maxima do més mais quente (bio5), temperatura minima do més mais frio (bio6),
amplitude térmica anual (bio7), precipitacdo anual (bio12), precipitacdo do trimestre mais Umido (bio16),

precipitacdo do trimestre mais seco (bio17) e precipitacdo do trimestre mais quente (bio18).

Para o desenvolvimento da modelagem de distribuicdo potencial da espécie (MDE) foi utilizado o algoritmo
Maximum Entropy implementado pelo programa MaxEnt 3.3.3k (Elith et al. 2006; Elith et al. 2011; Philips et
al. 2006) aplicando a configuragdo padrdo. Como plano de fundo ambiental foi selecionado uma drea
retangular maior que englobava todos os registros da espécie. Para o cadlculo da MDE os registros da
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espécie foram divididos aleatoriamente 100 vezes e 80% deles utilizados para calibracdo e 20% para
avaliacdo do modelo usando a area sob a curva ROC (AUC; Swets 1988), em que a média de todos os 100
MDE foi utilizada para processamento posterior. Liu e colaboradores (2005) recomendaram a nao fixacdo
de um limiar de presenca-auséncia. Dessa forma, nds selecionamos o valor minimo de presenca durante o
treinamento em nossa saida logistica. Areas que requerem extrapolacdo na MDE, para além da amplitude
ambiental do treinamento, foram quantificados utilizando similaridade multivariada de superficies
ambientais (MESS) (Elith et al. 2010). Para mostrar as provaveis areas de estabilidade durante os trés
periodos, foram multiplicados a distribuicdo potencial (saida logistica) nas condi¢cdes atuais, do médio
Holoceno (6k) e do Ultimo Méximo Glacial (21k). Assim, o mapa resultante indica areas com alta
probabilidade que sao caracterizadas por elevada probabilidade de ocorréncia em todos os trés intervalos

de tempo.

- Estimativas do tempo de divergéncia

Para estimar o tempo de divergéncia foi utilizada uma abordagem coalescente através da arvore de
espécies implementada no BEAST 1.8.2 (Bayesian Inference of Species Trees from Multilocus Data; Helen &
Drummond 2010). McCormack e colaboradores (2011) mostraram que a datagdo por esse método é mais
acurado do que através da drvore de genes. Para essa anadlise foram utilizados apenas os individuos que
apresentavam sequéncias para todos os genes. Como a analise assume que os marcadores utilizados sdo
independentes e os genes mitocondriais sdo ligados, o ideal seria entrar com esses marcadores
concatenados. Contudo, a taxa de mutagdo dos dois genes (ND2 e 16S) sao diferentes e tal procedimento
inviabilizaria a utilizagdo da taxa de mutagao conhecida para o ND2. Dessa forma, "desligamos" os modelos
de reldgio e de substituicdo entre as quatro particdes (16S, ND2, RAG-1 e TYR) e "ligamos" apenas as
arvores dos mitocondriais para nao violar as premissas do método. As analises foram conduzidas utilizando
o reldgio estrito com o prior "Yule process", arvore inicial estimada por UPGMA e com o modelo evolutivo
HKY para todos os genes. Devido ao parco conhecimento sobre os fésseis dos anfibios que impossibilita a
aplicacdo de pontos de calibracdo para a arvore, aplicamos a taxa de mutagdao para o ND2 (0.00957
mutacgbes/sitios/milhdes de anos (m.a.) - Crawford 2003) estimada para Eleutherodactylus que é
amplamente utilizada em estudos filogeograficos com anuros (e.g. Carnaval & Bates 2007; Carnaval et al.
2009; Thomé et al. 2010). A taxa de mutacdo dos outros genes foi estimada através de uma distribuicdo
lognormal com os parametros default. As analises foram baseadas em duas corridas independentes com
150 milhdes de geragbes e amostragem a cada 1000 arvores com burn-in de 20%. O desempenho da
corrida e a convergéncia das cadeias (ESS > 200) foram analisados no programa Tracer 1.6 (Rambaut et al.
2014). Os resultados foram combinados e a arvore consenso obtida através do TreeAnotator sendo

visualizada posteriormente no FigTree 1.4.2 (Rambaut 2009).
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- Estatisticas sumarias, testes de neutralidade e demografia histérica

Para avaliar a diversidade genética de P. vinhai foram calculados o nimero de sitios variaveis (S), o nimero
de hapldtipos (h) e a diversidade nucleotidica (1) e haplotipica (Hd). Os testes de neutralidade D de Tajima
(Tajima 1989) e o Fs de Fu (Fu 1997) foram utilizados para testar evidéncias de expansdo demografica em
cada clado recuperado nas anadlises filogenéticas. Todos essas estatisticas foram calculadas no DnaSP 5.10
(Librado & Rozas 2009). O teste de significancia foi obtido através de 10000 simula¢des coalescentes no

mesmo programa.

Além disso, para testar se a diversidade genética era maior nos locais considerados como dreas de
estabilidade climatica pela paleomodelagem do que nas areas estimadas como de baixa adequabilidade,
comparamos a diversidade nucleotidica (1) entre esses locais e realizamos o teste t de student no PAST
3.07 para comparar as médias obtidas e se elas eram estatisticamente diferentes (p < 0.05). Para essas
comparagdes noés utilizamos apenas os clados recuperados nas andlises filogenéticas onde foram
encontradas areas estaveis e nao estdveis no mesmo agrupamento. Como essas localidades compartilham
uma histéria evolutiva em comum, achamos que essa abordagem iria refletir melhor possiveis diferencas
na diversidade nucleotidica encontrada. As localidades que foram estimadas como refligios e dreas de baixa
adequabilidade podem ser conferidas no Apéndice |. Além disso, calculamos os testes de neutralidade D de
Tajima (Tajima 1989) e o Fs de Fu (Fu 1997) para cada uma dessas areas para detectar possiveis eventos de

expansao demogréfica.

Para estimar como o tamanho efetivo populacional de P. vinhai variou ao longo do tempo, em especial
durante as oscilagGes climaticas do Pleistoceno, realizamos uma andlise multilocus pelo método Bayesiano
coalescente EBSP (Extended Bayesian Skyline Plot - Heled & Drummond 2008) implementado no Beast
1.8.2. Para essa analise utilizamos todas as sequéncias dos genes ND2, RAG-1 e TYR. Implementamos o
relégio molecular estrito com a taxa de mutag¢do estimada para o ND2 de 0.00957 mutagdes/sitios/milhGes
de anos (m.a.) (Crawford 2003) com o modelo HKY para todos os genes. A taxa de mutagao dos outros
genes foi estimada através de uma distribuicdo lognormal com os parametros default. Foram realizadas
duas corridas independentes com 200 milhdes de geragdes de MCMC (Monte Carlo Markov chain)

amostrando a cada 10000 geragdes. A performance (ESS > 200) das corridas foi verificada no Tracer 1.6.

RESULTADOS

- Caracterizagao das sequéncias

Amostras de 20 localidades de Pristimantis vinhai que contemplam toda a distribuicdo geografica da
espécie foram sequenciadas (Figura 1) obtendo 781 pb de ND2 (N=85), 532 pb do 16S (n = 76), 708 pb de

RAG-1 (n = 68) e 549 pb de TYR (n = 32). Nenhum cédon de parada foi observado nos genes codificantes e
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apenas o 16S apresentou indels/gaps em suas sequéncias. Para os genes mitocondriais (ND2 e 16S

concatenados; n = 69) foram encontrados 303 sitios polimérficos que resultaram em 47 haplétipos.

A reconstrugdo haplétipica utilizando o PHASE resolveu um total de 52 amostras (104 cromossomos; p>
0.6) do RAG-1 e todas as amostras de TYR (64 cromossomos; p> 0.6). As 16 sequéncias de RAG-1 que
apresentaram baixa probabilidade de PHASE foram removidas das analises populacionais. As amostras
resolvidas pelo PHASE apresentaram 46 haplétipos com 56 sitios informativos para o RAG-1 e 40 hapldtipos
e 48 sitios informativos para o TYR. O teste PHI rejeitou a hipdtese de recombinacdo para todos os genes
nucleares (RAG-1: p = 0.11 e TYR: p = 0.46). O resumo das estatisticas sumarias para todos os genes pode

ser conferido na tabela 2.

Tabela 2. Estatisticas sumarias para os genes utilizados nesse estudo.

Gene Tamanho(pb) N S h Hd +SD n+SD D Fs
mtDNA 1313 69 303 47 0.986+0.005 0.0706 % 0.00137 - -
N 14 49 10 0.890+0.081 0.01560 +0.00107 1.43 1.541
C 22 128 17 0.974+0.022 0.02728 +0.00221 -0.08 0.783
swi 16 24 9 0.917£0.042 0.00645 +0.00056 0.70 0.734
SW2 4 2 3 0.833%0.222 0.00076 +0.00026 -0.70 -0.887
S1 10 24 6 0.867+0.085 0.00761+0.00090 0.83 2.129
S2 3 2 2 0.667+0.314 0.00102 +0.00048 - -
RAG-1 708 104 56 46 0.966 +0.007 0.00736 = 0.00041 - -
N 22 13 8 0.732+0.090 0.00210+0.00052 -2.06* -3.06*
C 34 23 19 0.947+0.021 0.00530+0.00039 -1.15 -9.53*
SW1 14 22 8 0.912+0.049 0.01113 £0.00155 0.37 0.84
SW2 7 10 6 0.952+0.096 0.00552 +0.00129 -0.23 -1.64
S1 26 7 6 0.769*0.046 0.00251 +0.00040 -0.09 -0.17
S2 - - - - - - -
TYR 549 64 48 40 0.948 £0.021 0.00904 + 0.00065 - -
N 8 13 5 0.857+0.108 0.00904 +0.00167 -0.05 0.77
C 22 24 18 0.978+0.021 0.00812 +0.00062 -1.21 -11.89*
SwWi1 14 10 9 0.879+0.079 0.00420+0.00083 -1.03 -4.20*
Sw2 6 10 6 1.000+0.096 0.00716 +0.00155 -0.61 -2.65*
S1 12 2 4 0.455%0.170 0.00110+0.00045 -0.24 -1.69*
S2 2 0 1 0 0 0 0

n = numero de sequéncias; h = nimero de hapldtipos; Hd = diversidade haplotipica; m =
diversidade nucleotidica; SD = desvio padrdo; D = D de Tajima; Fs = Fs de Fu; Valor de p = *
<0.05; **<0.1.

- Estrutura filogeografica

A reconstrucdo filogenética, utilizando os dados concatenados para todos os genes, através de inferéncia
Bayesiana (Figura 1) recuperou Pristimantis vinhai como uma linhagem monofilética e irma de um clado
formado por Pristimantis sp. 1, contudo com baixo suporte. Quatro agrupamentos principais basais com
alto suporte estatistico foram encontrados : 1) Clado Norte (N) com as amostras entre a Serra da Jibdia e

Wenceslau Guimaraes; Il) Clado Central (C) englobando as localidades entre Igrapitina (Reserva Ecolégica
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Michelin) até a Serra das Lontras; Ill) Clado Sudoeste (SW) com as amostras entre Serra Bonita e Macarani
em um subgrupo maior (SW1) e uma subestruturacdo com as amostras de Ibicarai (SW2) e o IV) Clado Sul
(S) com as amostras do extremo sul da Bahia, entre Porto Seguro e Itamaraju (S1) e outro com as amostras

de Una (S2).
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Figura 1. A) Arvore obtida por inferéncia Bayesiana com todos os genes concatenados (16S, ND2, RAG-1 e TYR)
baseado em 2578 pb. Os suportes dos ramos mostram os valores de probabilidade posterior do MrBayes onde * >
0.99, valores abaixo de 0.95 ndo sdo mostrados. A barra representa o numero de substituicdao por sitios. A arvore foi
cortada para facilitar a visualizacdo das relagées dentro de P. vinhai. A arvore completa pode ser visualizada no
Apéndice IV. B) Localidades amostradas de Pristimantis vinhai. As cores representam os principais agrupamentos
obtidos

A estrutura genética encontrada foi concordante com a distribuicdo geografica, na qual a maioria das
amostras que ocorriam na mesma regiao foi recuperada no mesmo agrupamento. Entretanto, as amostras
do municipio de Ibicarai (Clado SW2) foram coletadas a menos de 20 km da Pedra Lascada (Clado C) e ndo

foram recuperadas no mesmo clado e as amostras do municipio de Una que sdo geograficamente mais

proximas de localidades do Clado C foram recuperadas junto com as do Clado Sul.

Nas proximidades do Rio Jequitinhonha e Pardo foram encontradas zonas de contato entre as linhagens Ce
SW1 que ocorrem em simpatria na Serra Bonita e na Serra das Lontras e entre SW1 e S1 encontradas juntas

no municipio de Itabela (Figura 1).
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A divergéncia genética encontrada entre esses grupos (distancia-p) variou de 2.6-6.6 % para o 16S e entre
5-12.8% para o ND2 (Tabela 3) o que pode ser considerado alto, principalmente pela proximidade
geografica das linhagens recuperadas e pequena amplitude geografica do estudo. Além disso, na filogenia
foram encontradas outras trés linhagens, bem suportadas de Pristimantis (Figura 1 e Apéndice 1V). Duas
delas mais relacionadas com P. vinhai (P. sp. 1 e P. sp. 2) e uma outra mais distante (P. sp. 3) com alta
divergéncia genética entre elas e os outros Pristimantis da Mata Atlantica. A distancia genética ficou entre

4.7 a13.4% para 0 16S e 14.7 a 15.9% para o ND2 (Tabela 4).

Tabela 3. Distancia genética entre os principais grupos recuperados nas analises filogenéticas baseado em 532 pb para
o0 16S (diagonal inferior) e em 781 pb para o ND2 (diagonal superior).

Clados N C SW Sw2 82 S

N - 11 11 97 119 11
C 51 - 116 11 128 12
Sw 6.6 48 - 5 109 101
SW2 57 39 26 - 109 97
S2 59 52 53 49 - 8.1
S 56 5 54 44 29 -

Tabela 4. Distancia genética entre as espécies de Pristimantis reconhecidas para a Mata Atlantica e as trés espécies
novas encontradas nesse estudo, baseado em 514 pb de para o 16S (diagonal inferior) e 781 pb para o ND2 (diagonal

inferior).

Espécie Cédigo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Pristimantis vinhai 10S_107 - 159 - 147 147 - - - -
2 Pristimantis sp. 1 AC_1 6.3 - - 15.0 150 - - - -
3 Pristimantis sp. 1 WG_712 69 23 - - - - - - -
4 Pristimantis sp. 2 WG_62 47 6.7 6.3 - - - - - -
5 Pristimantis sp. 2 WG_711 47 6.7 63 0.0 - - - - -
6 Pristimantis cf. paulodutrai JX267360 8.7 84 75 73 73 - - - -
7 Pristimantis ramagii JX267380 81 96 9.2 63 63 73 - - -
8 Pristimantis sp. 3 SL_417 13.4 12.8 12.2 11.8 11.8 12.8 132 - -
9 Pristimantis sp. 3 SL_443 12.8 12.4 11.8 11.8 11.8 12.5 14.2 51 -

Todas as amostras disponiveis no GenBank como Pristimantis cf. vinhai do trabalho de Canedo & Haddad
(2002) foram agrupadas com nossas amostras de P. vinhai, exceto uma sequéncia (GenBank: JX267492.1)
pertencente a Una que foi recuperada junto de uma espécie nova Pristimantis sp. 1.

A rede de hapldtipos para o RAG-1 recuperou os principais agrupamentos descritos acima com pouco
compartilhamento de hapldtipos entre o clado C e SW (Figura 2), porém alguns haplétipos foram mais
relacionados com outros clados do que com o seu. Para a TYR, a rede haplotipica foi menos informativa na
separacgdo dos principais grupos, com um maior compartilhamento entre os clados S e SW e também entre
os clados C e SW (Figura 2).
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Figura 2. Rede de haplétipos dos genes nucleares. Cada circulo representa um haplétipo e o tamanho de sua

frequéncia. As cores representam os agrupamentos recuperados nas analises filogenéticas. Ramos com apenas uma

mutagdo ndo sdo mostradas. Cada circulo pequeno na linha representa uma mutacao.

Os resultados da AMOVA, utilizando os genes mitocondriais, mostraram que 77.1% da variagao encontrada

nos dados era proveniente das diferengas genéticas entre os grupos (N, C, SW1, SW2, S e S2) evidenciando

forte estruturagdo genética entre os clados recuperados nas analises filogenéticas (Tabela 5). Os valores de

Fst nas comparagles par a par entre os grupos (Tabela 6) também foi alto, sendo que a maior diferenca foi

encontrada entre o Clado S2 e SW2 (Fst = 0.98) e a menor entre o Clado N e C e entre C e SW2 (para ambos

Fst = 0.75). Esses resultados indicam baixo fluxo génico entre os grupos e populac¢des altamente

heterogéneas. Todos os resultados da AMOVA e Fst foram significativos com p <0.05.

Analise de variancia molecular (AMOVA) baseado nos genes mitocondriais.

Fonte de variagao

GL Percentual de Variagao

indice de Fixagdo

Entre os grupos 5 77.13 bcr=0.771*%
Entre as localidades dentro dos grupos 9 18.17 st = 0.953*
Dentro das localidades 48 4.69 bsc = 0.794*
Total 62

* p <0.00001

57



Tabela 6. Valores de Fst na comparacio par a par entre os grupos recuperados nas andlises filogenéticas. Todos os valores foram

significativos (p < 0.05)

N C Sw2 Swi S2 S

N -

C 0.75577 -

SW2 0.84207 0.75256 -

SW1 0.8767 0.80594 0.86943 -

§2 0.856  0.77793 0.98992 0.93883 -

S1 0.85629 0.79375 0.92018 0.9146 0.89087 -

- Arvore de espécies e estimativas de tempo de divergéncia

A analise multilocus para a arvore de espécies (Figura 3) gerada no BEAST recuperou a mesma topologia

geral obtida na inferéncia Bayesiana com a diferenca que a arvore de espécies recuperou um suporte
menor entre os clados S1 e S2; SW1 e SW2. As estimativas de divergéncia a partir da andlise do ancestral
comum mais recente mostrou que a diversificagdo no grupo comecgou no final do Mioceno (6.13 - 8.57

m.a.).

4.99 (2.90-7.15)

N
3.57 (1.81-6.04)
0994
c
of | 7.39(6.13-8.57) SW
2.96 (1.63-4.08)
82
SW2

1.0

2.32 (0.35-4.23)

08853

2 1o
Pleistoceno

Figura 3. Arvore de espécies com os tempos de divergéncia em milhdes de anos nas caixas retangulares [média

(intervalo de confianga)] e valores de probabilidade posterior de cada agrupamento abaixo do né. As cores dos clados

seguem a Figura 1.
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- Modelagem e areas de estabilidade no Pleistoceno

O modelo médio das 100 MDE apresentou um alto valor de AUC (AUC training = 0.98, AUCrest = 0.96), onde a
variavel bio 17 (Precipitacdo do trimestre mais seco) apresentou a maior contribuicdo (63,1%), seguida pela
bio 5 (Temperatura maxima do més mais quente) com 15.2% e a bio 4 (Sazonalidade da temperatura) com
6.1%. Todas as outras varidveis contribuiram com menos de 5% na MDE final. De acordo com as projec¢oes
da MDE a distribuicdo potencial de Pristimantis vinhai se restringe a sua area geral de ocorréncia, onde a
parte noroeste é mais continua do que a parte sul. Esse padrdo geral permaneceu relativamente estavel
durante o "médio-holoceno". A projecdo para o ultimo maximo glacial (UMG) sugere uma distribuicdo
potencial muito mais ampla, incluindo grandes dreas de adequabilidade na parte central da distribuicdo e
ao longo da costa (Figura 4).
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Figura 4. Modelagem de nicho ecoldgico mostrando a distribuicdo geografica potencial de Pristimantis vinhai no
presente, no médio-holoceno e no Ultimo Maximo Glacial (UMG). Os pontos vermelhos representam os 25 registros
utilizados na modelagem. Cores quentes representam locais estimados com alta probabilidade de ocorréncia.

Olhando para as areas que permaneceram estaveis durante os trés periodos de tempo (Figura 5), cinco
areas foram estimadas como possiveis refligios para essa espécie durante o periodo analisado. Todas elas
estdo localizadas em areas de altitude (>700 m) que sao identificadas de norte para o sul a seguir: 1) a
maior area continua estavel segue uma escarpa de areas altas que vai da regido de Wenceslau Guimaraes
até o municipio de Jequié, sendo limitada ao sul pelo rio de Contas; 2) area de altitude na divisa entre os
municipios de lbirataia e Apuarema; 3) Serra do Corcovado, Serra da Pedra Lascada e regiGes elevadas no
municipio de Ibicarai; 4) Serra das Lontras e 5) Serra Bonita e Serra do Teimoso.
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Figura 5. Areas de estabilidade climatica previstas pela paleomodelagem de Pristimantis vinhai todas em areas de
altitude (> 700 m). Cores quentes representam locais estimados com alta probabilidade de ocorréncia em todos os
modelos. 1 = Wenceslau Guimaraes até o municipio de Jequié; 2 = divisa entre os municipios de Ibirataia e Apuarema;
3) Serra do Corcovado, Serra da Pedra Lascada e |bicarai; 4) Serra das Lontras e 5) Serra Bonita e Serra do Teimoso

- Diversidade genética

De forma geral, a diversidade genética encontrada nos refugios foi maior do que nas areas nao estaveis
(Tabela 7) e a diferenca foi estatisticamente significativa para todos os genes (Figura 6). Duas exce¢des
foram as comparacgGes relativas ao gene RAG-1 para o clado N e para o gene TYR no clado C. Entretanto, a
diferenca era muito pequena e nao foi estatisticamente significativa.

- Demografia Historica

Assinaturas de expansdo demografica foram encontradas para dreas estdveis utilizando os genes nucleares.
Valores negativos e significativos foram obtidos para os refigios estimados no Clado N e C com o gene
RAG-1 e para o Clado SW com o gene TYR (Tabela 7). Apenas um sinal de expansdo populacional foi
encontrado nas areas de instabilidade para o gene TYR no clado C.

As estimativas de variacdo do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo obtidas através da andlise
de EBSP sugeriu um acentuado declinio populacional que iniciou aproximadamente ha 120 mil anos atras
no auge do ultimo periodo interglacial, apds o final do penultimo maximo glacial (Figura 7).
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Figura 6. Comparacdo da diversidade nucleotidica média (barras = desvio padrdo) entre as areas estaveis (simbolos
preenchidos) e ndo estaveis (simbolos ndo preenchidos) previstas pela paleomodelagem utilizando os genes
mitocondriais 16S e ND2 concatenados (A), RAG-1 (B) e TYR (C). Valor da estatistica do teste t de student e o valor de
p para cada comparacgdo é fornecido no grafico. As cores representam cada clado e seguem a figura 1. Simbolos em
cinza representam a comparacao utilizando todas as sequéncias de cada gene em ambas as areas.
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Tabela 7. Diversidade genética e estatisticas sumarias utilizadas na comparacdo entre as areas estimadas como

refligios e de instabilidade pela paleomodelagem para Pristimantis vinhai.

Areas n S h Hd +£SD n+SD D Fs
mtDNA
N estaveis 9 34 9 1+0.052 0.01220 £ 0.00162 1.405 -1.776
ndo-estdveis 5 0 1 0 0 0 0
C estdveis 10 160 7 0.933+0.062 0.03740 + 0.01050 -0.850 5.280
ndo-estdveis 11 66 9  0.945+0.066 0.01885 + 0.00244 0.373 1.126
SW estdveis 11 145 9 0.964 +£0.051 0.04430 + 0.01078 0.573 3.075
ndo-estdveis 9 16 4 0.806+0.089 0.00635 + 0.00092 2.014 4.241
Geral estdveis 30 230 24 0.984 +0.013 0.06599 + 0.00185 1.343 2.167
ndo-estdveis 25 201 14 0.933+0.029 0.06160 + 0.00321 1.666 11.867
RAG-1
N estdveis 16 9 0.717 £ 0.099 0.00198 + 0.00056  -1.777* -1.673**
ndo-estaveis 6 0.733 £ 0.155 0.00217 + 0.00090 -0.676 0.540
C estdveis 18 19 13 0.928 £0.052 0.00544 + 0.00075 -1.317** -6.083*
ndo-estdveis 16 15 9  0.900 % 0.050 0.00477 + 0.00059 -0.992 -2.122
SwW estdveis 16 24 11 0.950+0.036 0.01016 + 0.00158 -0.185 -1.570
ndo-estaveis 4 2 2 0.500+0.265 0.00141 + 0.00075 -0.709 1.099
Geral estdveis 50 39 29 0.954 +0.016 0.00748 £ 0.00068 -1.384** -16.06*
ndo-estdveis 26 25 14 0.942+0.023 0.00638 + 0.00062 -1.136  -3.742%**
TYR-1
N estaveis 6 13 5 0.933 £0.122 0.01081 + 0.00166 0.257 -0.055
ndo-estaveis 1 0 0 0 0
C estaveis 8 6 0.929 + 0.084 0.00625 *+ 0.00139 -0.059 -1.301
ndo-estaveis 12 17 11 0.985+0.040 0.00693 + 0.00103  -1.407** -6.870%*
SW estaveis 16 23 15 0.992+0.025 0.00958 + 0.00142 -0.981 -9.816*
ndo-estaveis 4 0 1 0 0 0 0
Geral estaveis 30 35 25 0.986+0.013 0.01167 £ 0.00076 -1.004 -16.464*
ndo-estaveis 18 21 13 0.948 + 0.039 0.00758 + 0.00081 -1.245 -5.616*

n = numero de sequéncias; h = nimero de haplétipos; Hd = diversidade haplotipica; it = diversidade nucleotidica; SD =
desvio padrio; D = D de Tajima; Fs = Fs de Fu; Valor de P = * <0.05; ** < 0.1.

DISCUSSAO

Ao contrario dos outros estudos realizados na Mata Atlantica que utilizaram espécies amplamente
distribuidas e que geralmente enfrentaram problemas de amostragens fragmentadas ao longo da
ocorréncia do organismo estudado (Martins 2011; Silva et al. 2012) este estudo foi realizado em uma escala
menor, utilizando uma espécie endémica com ocorréncia limitada a uma pequena area geografica, contudo
em uma regido chave, com grande importancia biogeografica para melhor compreensao da diversificacdo
das espécies do bioma. Resultados recentes demonstraram a divisdo da Mata Atlantica em duas regides
climaticas distintas (Carnaval et al. 2014) levantando questionamentos se espécies com distribui¢do restrita
ndo seriam mais adequadas para fornecer perspectivas sobre a diversificacdo de cada regido (Brunes et al.

2015).
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Figura 7. Estimativa da variagao do tamanho efetivo populacional de Pristimantis vinhai ao longo do tempo utilizando
o EBSP (Extended Bayesian Skyline Plot). A linha tracejada indica o tempo onde iniciou o declinio populacional
aproximadamente ha 120 mil anos atras. A linha horizontal do meio representa a mediana da estimativa e a drea em

cinza o intervalo de confianga (95% de Highest Posterior Density).

- Refugios dentro de refuigios

A teoria dos refugios prevé retracdo florestal durante as glaciagGes pleistocénicas, devido a diminuicdo da
umidade com o avango das geleiras, e consequentemente diminuicdo dos ambientes Umidos florestados
gue seriam fragmentados pela expansdo de dreas abertas, isolando as areas florestais e sua biota nesses
refugios, promovendo diversificacdo das espécies por alopatria (Haffer 1969; Vanzolini & Williams 1970).
Entretanto, para a Mata Atlantica da Bahia alguns estudos estdo demonstrando, através de modelagem
paleoclimatica, que grandes areas florestais persistiram durante o uUltimo maximo glacial em toda sua
extensdo (Carnaval & Moritz 2008; Porto et al. 2013; Leite et al. 2016), inclusive que as areas florestais
expandiram sua distribuicdo devido a exposi¢cdo da placa continental, aumentando a area disponivel e com

condi¢Ges ambientais favoraveis para essas florestas progredirem (Leite et al. 2016).

Dessa forma, aparentemente ndo houve retracdo florestal e esse ndo foi um fator limitante para a espécie
estudada na sua regido de ocorréncia, pelo menos durante os ultimos 140 mil anos (Leite et al. 2016), ja
gue existem evidéncias de expansdo florestal, através de dados palinoldgicos, também para o ultimo
interglacial (Ledru et al. 2009). Espécies de desenvolvimento direto ndo dependem de corpos d'agua para

reproducdo, porém a auséncia de dreas florestadas continuas poderia limitar sua capacidade de dispersao.

Os reflgios identificados nesse estudo possivelmente ndo foram resultado da persisténcia de dreas
florestadas nesses locais, mas de condic¢Ges climaticas mais favoraveis para a espécie em regiGes Umidas e

com temperatura mais amena, nos periodos interglaciais, encontradas nas areas de altitude. Segundo a
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modelagem, durante o UMG houve grande expansao das areas com alta adequabilidade para essa espécie.
Ao contrario do que é geralmente descrito na literatura para outras espécies da Mata Atlantica (Turchetto-
Zolet et al. 2013), as populagdes de P. vinhai possivelmente foram fragmentadas durante os periodos
interglaciais, onde o clima estava mais quente e seco. Esse padrdo ainda nao tinha sido reportado para
espécies dependente de florestas na América do Sul (Turchetto-Zolet et al. 2013). Resultado semelhante foi
encontrado para uma espécie de lagarto endémico de areas de altitude da Australia (Bell et al. 2010).
Espécies tipicas de areas de altitude nos trépicos devem ter aumentado os seus limites de distribuicao,
ocupando altitudes mais baixas durante os periodos de climas mais frios, permitindo assim, um maior fluxo

génico entre as populag¢des da espécie (Wiens 2004; Streicher et al. 2009).

Atualmente, essa espécie é encontrada em diferentes fragmentos florestais, tanto em dreas de altitude,
como em areas de baixada (Silvano & Pimenta 2003; Juncd 2006; Camurugi et al. 2010; Dias et al. 2014a;
Dias et al. 2014b). Isso mostra que essa espécie consegue ocupar ambientes previstos como de menor
adequabilidade ambiental mostrando alta resiliéncia. Entretanto, um estudo realizado na Serra Bonita,
municipio de Camacan - Bahia, comparando a estrutura da comunidade de anfibios em quatro diferentes
cotas altitudinais (250m, 450m, 650m e 850m) mostrou que P. vinhai era a espécie dominante em quase
todas as cotas, porém sua abundancia era quase duas vezes maior em 850 m de altitude (Dias 2011). Sendo
assim, é provdvel que as populagdes dessa espécie prosperaram e mantiveram efetivos populacionais
maiores dentro dos reflgios estimados (altitude > 700 m) refletindo a maior diversidade genética
encontrada nessas areas. Contudo, devido as caracteristicas ecoldégicas da espécie, é provavel que as
populagdes dos reflgios ndo ficaram totalmente isoladas e que existia algum fluxo génico com as
popula¢des adjacentes, onde a espécie conseguia se manter, porém com maior dificuldade devido as
condigBes climaticas menos adequadas que refletia em efetivos populacionais mais baixos e uma menor

diversidade genética.

Se as areas de adequabilidade para espécie diminuiriam durante os periodos mais quentes e secos, seria
esperado encontrar um declinio no tamanho efetivo populacional associado aos ciclos interglaciais. A
andlise de EBSP corrobora essa hipétese mostrando um acentuado declinio populacional que coincide
justamente com o pico do ultimo interglacial (120 mil anos atras), apds o penultimo ciclo glacial que
ocorreu, aproximadamente, entre 130 e 190 mil anos atrds (Lisiecki & Raymo 2005). Ciclos glaciais e
interglaciais foram comuns ao longo do Pleistoceno (Raymo 1994) embora com variacdes na magnitude e
duracdo (Lisiecki & Raymo 2005) eles devem ter influenciado a distribuicdo da espécie também de forma

ciclica.

Também seria esperado encontrar sinais de expansdo demografica dentro dos refugios. Encontramos
valores significativos para o Fs de Fu e o D de Tajima para o RAG-1 para as areas estaveisdocladoNe Ce
para o FS de Fu no clado SW para o gene TYR. Nenhum sinal de expansdao demografica foi encontrado nas

areas nao estaveis, exceto utilizando o TYR para as areas de baixa adequabilidade do Clado C.
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A primeira vista esse é um resultado que foge daqueles esperados pela teoria dos refugios ja que era
esperada uma evidéncia de expansdo populacional em areas instaveis (Carnaval et al. 2009). Isso seria
aplicado em um contexto, no qual no periodo interglacial essas populacdes estariam expandindo seus
limites de distribuicido devido a condi¢des climdticas mais favordveis. O cendrio que os nossos dados

sugerem é justamente o inverso.

Nossos dados suportam a hipdtese que multiplos pequenos refugios tiveram papel importante ao longo da
histéria evolutiva dessa espécie. Essas pequenas areas podem ser consideradas como microrefligios com
caracteristicas ambientais favoraveis, onde populacdes sobreviveram fora da sua darea de distribuicdo

principal (o macroreflgio) protegidas das condi¢gbes ambientais desfavoraveis em nivel regional (Rull 2009).

Experimentos fisioldgicos utilizando Pristimantis vinhai indicaram que essa espécie apresenta uma
temperatura critica maxima termal (CTMax) de 29.7 + 0.9 C° que seria semelhante as outras espécies de
desenvolvimento direto analisadas. Entretanto, a CTMax dos adultos da familia Hylidae é muito maior (até
9 graus a mais) do que as espécies de desenvolvimento direto (Danilo Ruas, comunicacdo pessoal). Dessa
forma, os microreflgios estimados em areas de altitude da regido podem ter influenciado a histdria
biogeografica de outras espécies endémicas de anfibios de desenvolvimento direto da Mata Atlantica da
Bahia que apresentam caracteristicas ecoldgicas e tolerancia termal similares a P. vinhai. E possivel que
essas espécies sigam o mesmo padrao encontrado neste estudo, com uma provavel redugdo das areas de
maior adequabilidade nos ciclos interglaciais e com as areas de altitude funcionando como pequenos
refigios com temperatura mais amena. A maior tolerancia térmica encontrada para as espécies da familia
Hylidae é condizente com o cendrio, no qual é previsto que essas espécies restrigiram sua area de
ocorréncia e fragmentaram suas populagdes, através da permanéncia em refugios durante o UMG, com

posterior expansao populacional nos periodos interglaciais mais quentes (Carnaval et al. 2009).

Sintetizando, nossos resultados demonstram que a dinamica das oscilagdes climaticas do Quaternario
influenciou a estrutura genética de P. vinhai e corroboram as areas estimadas na paleomodelagem como
refugios devido a i) maior diversidade genética nas dreas consideradas estaveis quando comparada as nao
estaveis; ii) declinio do efetivo populacional em periodos interglaciais e iii) sinais de expansao demografica
dentro dos refugios devido ao provavel fluxo de individuos de dreas adjacentes (ndo estaveis) para locais
com maior adequabilidade climatica. No entanto, as areas estdveis foram locais com maior adequabilidade
climatica e ndo refugios florestais e as populacdes de P. vinhai ndo ficaram totalmente isoladas nos
periodos de menor adequabilidade climatica devido a persisténcia de areas florestais e a alta resiliéncia da

espécie que conseguiria utilizar regides climaticamente menos favoraveis.

Entretanto, nossas estimativas de datacdo dos principais eventos de cladogénese dentro de P. vinhai
revelaram diversificacdo acentuada no final do Mioceno (6-8.5 milhdes de anos atras) e a separac¢do dos
Clados N e C (~ entre 1.8-6.0 m.a.) e dos Clados SW e S (~ 2.9 - 7.15 m.a.) foram estimadas entre o final do

Mioceno e o inicio do Pleistoceno, antes do UMG. Outros estudos utilizando espécies da Mata Atlantica

65



obtiveram estimativas semelhantes (Grazziotin et al. 2006; Fitzpatrick et al. 2009; Thomé et al. 2010;
Amaro et al. 2012; Fusinatto et al. 2013; Amaral et al. 2013; Tonini et al. 2013). Em uma recente revisao,
Rull (2008) encontrou que a maioria dos estudos com anfibios da regido neotropical estimaram um tempo

de divergéncia das espécies estudadas com datacao anterior ao Quaternario.

Dessa forma um conjunto de processos parece ter moldado a estrutura genética encontrada em P. vinhai,
atuando em escalas temporais diferentes. Tanto as oscilacdes climaticas do Quaternario, como eventos do
Terciario tardio foram importantes para a diversificacdo da espécie estudada. Mesmo que ndo seja possivel
descartar a hipotese que as separacdes entre os principais grupos tenham ocorrido em fung¢do do
isolamento dessas linhagens em refugios, ja que flutuagdes climaticas podem ter sido importantes tambem

durante o Terciario (Haffer 1993; Haffer 1997).

A separagdo inicial entre os clados N e C dos clados SW e S, ocorreu no final do Mioceno. N3o conseguimos
atribuir nenhuma barreira ou atividade téctonica evidente na area de estudo que poderia ter ocasionado a
separacdo das linhagens nesse periodo. O final do Mioceno coincide com atividades tectonicas que
resultaram no soerguimento final dos Andes que tiveram impacto na diversificacdo de diferentes grupos
taxon6micos na Amazoénia (Hoorn et al. 2010), e provavelmente ocasionou mudangas climaticas ao longo

de toda America do Sul (Insel et al. 2009).

Dentro da area de estudo desse trabalho estdao presentes trés rios principais: Rio de Contas, Rio Pardo e o
Rio Jequitinhonha. Nossos resultados demonstram que nenhum deles parece ter funcionado como barreira
biogeografica principal para essas popula¢des, pois a maioria das linhagens conseguiram ultrapassar os
limites do rio em algum momento da sua histdria. Embora para a regido Amazonica os rios desempenhem
papel importante na estruturacdo genética da sua biota (Cheviron et al. 2005; Noonan & Wray 2006; Ribas
et al. 2012; Fernandes et al. 2012; Maldonado-Coelho et al. 2013), assim como para algumas espécies da
Caatinga (Werneck et al. 2015), para a Mata Atlantica, os rios ndo parecem funcionar como barreiras
geograficas importantes na limitacdo do fluxo génico para os organismos desse bioma (Cabanne et al. 2007;

Maldonado-Coelho 2012; Batalha-Filho et al. 2016).
- Sistematica molecular

Durante esse estudo, foi possivel delimitar a distribuicdo geografica de Pristimantis vinhai através do seu
registro em 28 localidades (Apéndice Ill). Endémica da Bahia, essa espécie ocorre do nivel do mar até 900 m
de altitude e sua area de ocorréncia ao Norte chega até as imedia¢Ges do Rio Paraguacu, passa por todo o
litoral até o Extremo sul da Bahia no municipio de Veredas e a Oeste chega até os municipios de Barra do

Choca e Boa Nova.

Atualmente, sdo reconhecidas trés espécies de Pristimantis (P. ramagii, P. paulodutrai e P. vinhai)
ocorrendo na Mata Atlantica (Canedo & Haddad 2012), e assim como para toda a diversidade de anfibios

neotropicais (e.g. Fouquet et al. 2007; Vieites et al. 2009), esse nimero de espécies esta subestimada.
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Apenas na area de estudo desse trabalho, foi possivel identificar, pelo menos mais trés linhagens evolutivas
independentes dentro de Pristimantis (Pristimantis sp. 1, P. sp. 2. e P. sp. 3) o que duplica a diversidade do
género nesse dominio morfoclimatico. Uma delas ja tinha sido apontada como uma espécie candidata no
estudo de Canedo & Haddad (2012) (como Pristimantis sp. 1, aqui tratada como Pristimantis sp. 3) sendo
encontrada em diferentes topos de morro amostrados. Pristimantis sp. 1 é amplamente distribuida no leste
da Bahia em regides florestadas e estd em processo de descricdo. Pristimantis sp. 2 foi encontrada apenas a
900 m de altitude em Wenceslau Guimardes. Todas essas trés linhagens, além de apresentarem alta
divergéncia genética entre elas e as demais espécies do género da Mata Atlantica, possuem canto de

anuncio distinto que dado suporte a hipdétese que elas representam novas espécies para a ciéncia (Capitulo

l).

Uma alta divergéncia genética foi encontrada dentro de Pristimantis vinhai chegando a quase 7% para a
regido do gene 16S e 12% para o ND2. Embora ndo tenham sido identificadas diferengas acusticas ou
morfolégicas durante as atividades de campo, o que foge do escopo desse trabalho, ndo descartamos a
possibilidade que alguns desses agrupamentos representem linhagens cripticas. Esse resultado ressalta a
importancia da realizagdo de um estudo mais detalhado da morfologia e bioacustica dos exemplares
recuperados nos clados das analises filogenéticas, no intuito de avaliar se essa alta divergéncia resultou em
caracteristicas morfoldgicas/bioacusticas distintas que extrapolam a variacdo intraespecifica aceitavel para

essa espécie.

Padial e colaboradores (2009) encontraram distancias genéticas intraespecificas para o 16S variando entre
0 a 11% estudando 15 espécies de Pristimantis dos Andes e uma variagao interespecifica entre 3 a 22%. Eles
argumentaram que essa alta divergéncia genética encontrada pode estar associada a complexa topografia
e orogenia de onde essas espécies vivem nos Andes (acima de 1500m de altitude), bem como as mudangas

climaticas recentes, que podem ter isolado e ocasionado diferenciacdo genética dessa espécies.

Fatores semelhantes podem ter contribuido para a alta divergéncia genética encontrada dentro de P.
vinhai. A persisténcia por longo prazo em dreas climaticamente mais favoraveis, principalmente em topos
de morros, possibilitando o acimulo de diferenciagdo genética. Contudo, aparentemente existia algum
fluxo génico entre as diferentes populagdes, como pode ser observado na existéncia de zonas de contato

entre quase todos os agrupamentos recuperados.

Nesse estudo foi possivel delimitar seis linhagens altamente divergentes dentro de Pristimantis vinhai e que
oscilagGes climaticas do Quaterndrio e possivelmente eventos tectonicos do final do Mioceno influenciaram
na atual distribuicdo da variabilidade genética encontrada nessa espécie. Além disso, foi possivel
demonstrar a importancia das dreas de altitude da regido que parecem funcionar como microreflgios para
espécies menos tolerante ao calor. A regido da Serra do Corcovado (municipio de Almadina), Serra da Pedra
Lascada (municipio de Barro Preto) e os topos de morros em lbicarai e na divisa entre os municipios de

Ibirataia e Apuarema, areas estimadas como refugios climaticos, ndo possuem nenhuma unidade de
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conservacao federal ou estadual para contribuir na preservacao desses ambientes. Nossos resultados
demonstram que essas dareas sdao chaves para manutencao da diversidade genética e taxon6mica das
espécies da Mata Atlantica do sul da Bahia e que esforcos devem ser direcionados para proteger ainda mais

esse tipo de ambiente.
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Apéndice I. Lista dos espécimes sequenciados durante esse estudo com localidade, nimero de campo e quais genes
foram analisados para cada amostra.

- I . . Ref | N2de
Espécie Municipio Localidade Cad. Clado 16S | RAG | ND2 TYR
Campo
P.vinhai | Guaratinga | ©2rdue Nacionaldo Alto 2_AC s1 |nio| 554 | 2 |Ri61| N2 | T2
do Cariri
P.vinhai | Guaratinga | F2raue Nacionaldo Alto 4 AC s1 |nio| 607 | 4 |R162| N4 -
do Cariri
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 6_SB C sim 108 6 |R163| N6 -
P. vinhai Almadina Serra do Corcovado 9 SC C sim 175 9 - N9 -
P. vinhai Almadina Serra do Corcovado 10_SC C sim 177 - R116 | N110 -
P. vinhai Almadina Serra do Corcovado 16_SC C sim 180 - - N16 -
P. vinhai Almadina Serra do Corcovado 17_SC C sim 185 17 R3 | N17 T17
P. vinhai Almadina Serra do Corcovado 18 SC C sim 192 18 R4 N18 -
P. vinhai Barro Preto Pedra Lascada 19 PL C sim 231 19 R5 N19 -
P. vinhai Barro Preto Pedra Lascada 20_PL C sim 246 - R6 N20 -
P. vinhai Barro Preto Pedra Lascada 26_PL C sim 251 26 R7 N26 -
P. vinhai Barro Preto Pedra Lascada 27_PL C sim 259 - R8 N27 -
P. vinhai Barro Preto Pedra Lascada 28 PL C sim 302 28 R9 N28 T28
P.vinhai | Macarani RPPN Mata dos 33 MAC | SW1 [ndo| 315 | 33 | R10 | N33 ;
Passarinhos
P.vinhai | Macarani RPPN Mata dos 34 MAC | SW1 [ndo| 335 | 34 | R11| N34 | T34
Passarinhos
P.vinhai | Macarani RPPN Mata dos 36 MAC | SW1 [n3o| 359 | 36 | R13 | N35 | T36
Passarinhos
P.vinhai | Macarani RPPN Mata dos 37 MAC | SW1 |ndo| 360 | - | R40 | N37 ;
Passarinhos
P. vinhai Arataca Parque Nacional da 38 SL C |sim| 418 | 38 | R41 | N38 | T38
Serra das Lontras
P. vinhai Arataca Parque Nacional da 39 sL c |sim| 422 | - |Ra2| N39 ;
Serra das Lontras
P. vinhai Arataca Parque Nacional da 40_sL SW1 |sim| 424 | 40 | R43 | N4O ;
Serra das Lontras
P. vinhai Amargosa Serra do Timbo 41 ST N sim 456 41 | R44 | N41 -
P. vinhai Amargosa Serra do Timbo 42 ST N sim 469 - R45 | N42 -
P. vinhai Amargosa Serra do Timbo 53 ST N sim 470 53 | R46 | N53 T53
P. vinhai Amargosa Serra do Timbo 54 ST N sim 494 54 | R47 | N54 -
P. vinhai Amargosa Serra do Timbo 55_ST N sim 515 55 | R48 | N55 -
P.vinhai | Guaratinga | F2raueNacionaldoAlto | oo, S1 |sim| 617 | 56 | R49 | N56 -
do Cariri
P. vinhai Guaratinga Parque NaC|on.a.I do Alto 57_AC S1 | sim 632 57 | R50 | N57 -
do Cariri
P.vinhgi | \Wenceslau | Parque Estadual de 58 WG N |sim| 645 | 58 | RS1 | N58 -
Gumaraes Wenceslau Guimaraes -
P.vinhgi | Wenceslau | Parque Estadual de 59 WG N |sim| 662 | 59 | R52 | N59 | T59
Gumaraes Wenceslau Guimaraes -
P.vinhgi | Wenceslau | Parque Estadual de 60_WG N |sim| 677 | 60 | RS3 | N6O -
Gumaraes Wenceslau Guimaraes -
P.vinhgi | Wenceslau | Parque Estadual de 61_WG N |sim| 687 | 61 | Rs4 | N61 | Tel
Gumaraes Wenceslau Guimaraes -
P. vinhai santa Serra da Jibdia 69_5) N |ndo| 753 | 69 | RS6 | N69 | -
Teresinha -
. . Santa g ~
P. vinhai . Serra da Jibodia 70_S) N nao 765 70 | R57 | N70 -
Teresinha -
. . Santa e ~
P. vinhai . Serra da Jibodia 71.S) N nao 774 71 | R58 | N71 T71
Teresinha -
P. vinhai Ibicarai RPPN Estancia Manacd 72_ibicarai | SW2 |sim | 864 72 | R59 | N72 T72
P. vinhai Ibicarai RPPN Estancia Manacd 73_ibicarai | SW2 |sim | 865 73 | R60 | N73 T73
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Santa

P. vinhai Teresinha Serra da Jibdia 74_S) N ndo| 869 74 | R61 | N74 -
P. vinhai >anta Serra da Jibdia 75_5) N [ndo| 873 | 75 |R119| N75 | -
Teresinha -
P.vinhai | Arataca Parque Nacional da 76_SL C |sim| 88 | 76 | R63 | N76 -
Serra das Lontras -
P.vinhai | Arataca Parque Nacional da 77.sL C |sim| 887 | 77 | Re4 | N77 -
Serra das Lontras -
P. vinhai Igrapitina Reserv&iliﬁzll?fica da 78_michelin C ndo| 984 78 | R65 | N78 T78
P. vinhai Igrapitina Reserv&iliﬁzll?fica da 79_michelin C ndo| 985 - | R120| N79 -
P. vinhai Igrapitina Reserv&iliﬁzll?fica da 80_michelin C ndo| 987 80 | R67 | N80 -
P. vinhai Igrapitina Fazenda Juliana 81 juliana ndo| 902 81 | R121| N81 -
P. vinhai Igrapitina Fazenda Juliana 82_juliana ndo| 916 82 | R142| N82 182
P. vinhai Igrapitina Fazenda Juliana 83_juliana ndo | 946 83 | R70 | N83 -
P. vinhai Ibicaraf RPPN Estancia Manaca 84_ibicarai | SW2 | sim | BA438 | 84 |R122| N84 -
P. vinhai Ibicarai RPPN Estancia Manaca 85_ibicarai | SW2 |sim | BA439 | 85 | R72 | N85 -
P. vinhai | Porto Seguro RPPN Veracel 86_veracel S1 |ndo| BA840 | 86 | R73 | N86 T86
P. vinhai Marau - 87_marau C ndo | BA919 | 87 | R74 | N87 -
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 88 _SB SW1 | sim 10 88 | R123| N88 T88
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 89 SB C sim 23 89 | R124| N89 T89
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 90_SB SW1 | sim 30 90 | R143| N9O T90
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 91 _SB SW1 | sim 32 91 | R144| NI1 T91
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 92_SB SW1 | sim 40 92 | R80 | N92 -
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 93_SB SW1 | sim 41 93 | R81 | N93 -
P. vinhai Itabela - 97 _itabela S1 |ndo| 1013 - R84 | N97 -
P. vinhai Itabela - 98 _itabela S1 |n3o| 1014 98 | R85 | N98 T98
P. vinhai Itabela - 99 itabela SW1 | ndo| 1029 99 | R86 | N99 T99
P. vinhai Itabela - 100 _itabela S1 |ndo| 1030 - R87 | N100 -
P.vinhai | ltamaraju Monte do Pescoco 101—itjmaraj s1 |ndo| 1039 | 101 | R88 | N101| T101
P. vinhai Itamaraju Monte do Pescogo 102_it:1maraj S1 |ndo| 1043 - R89 | N102 -
P. vinhai Itamaraju Monte do Pescogo 103_it:1maraj S1 |ndo| 1044 | 103 | R9O | N103 -
P. vinhai Itamaraju Monte do Pescogo 104_itjmaraj S1 |ndo| 1047 | 104 | R145| N104 -
P. vinhai Itamaraju Monte do Pescogo 105_it:1maraj S1 |ndo| 1048 | 105 | R125| N105 -
P. vinhai IIhéus Fazenda Provisdao 106_ilheus C ndo| FPO1 | 106 | R93 | N106 -
P. vinhai IIhéus Fazenda Provisdao 107_ilheus C ndo| FPO4 | 107 | R94 | N107 | T107
P. vinhai IIhéus Fazenda Provisdao 108_lIheus C ndo| FP11 | 108 | R95 | N108 | T108
P. vinhai IIhéus Fazenda Provisdao 109_ilheus C ndo| FP18 | 109 |R126 | N109 -
P. vinhai IIhéus Fazenda Provisdao 110_ilheus C ndo| FP20 | 110 |R146| N110 -
P. vinhai Itarantim Serra do Mandim 113_mandim | SW1 | ndo | CA198 | 113 - N113 -
P. vinhai Itarantim Serra do Mandim 114_mandim | SW1 | ndo | CA208 - - | N114 -
P. vinhai Itarantim Serra do Mandim 115_mandim | SW1 | ndo | CA210 - - | N115 -
P. vinhai Itarantim Serra do Mandim 116_mandim | SW1 | ndo | CA219 - - | N116 -
P. vinhai Itarantim Serra do Mandim 117_mandim | SW1 | ndo | CA220 | 117 - | N117 -
P. vinhai Potiragua Serra Azul 118 sazul SW1 | ndo | CA121 | 118 - | N118 -
P. vinhai Potiragua Serra Azul 119_sazul SW1 | ndo | CA138 | 119 - | N119 -
P. vinhai Potiragua Serra Azul 120_sazul SW1 | ndo | CA159 | 120 - | N120 | T120
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P. vinhai Potiragua Serra Azul 121 _sazul SW1 | ndo | CA277 | 121 - | N121 -
P. vinhai Potiragua Serra Azul 122_sazul SW1 | ndo | CA295 - - | N122 -
P. vinhai Camacan RPPN Serra Bonita 125_SB SW1 |sim | "47" | 125 - | N125 -
P.vinhai | “Venceslau Parque Estadual de 693_WG N |sim| 693 |693| - |N693| -
Gumaraes Wenceslau Guimaraes -
P. vinhai Una RPPN Ararauna 1061_una S2 | ndo| 1061 1(1)6 - N1106 T1061
P. vinhai Una RPPN Ararauna 1066_una S2 | n3o| 1066 126 - N1606 -
P. vinhai Una RPPN Ararauna 1068_una S2 | n3o| 1068 126 - N;OG -
P.sp. 1 Ibicarai RPPN Estancia Manaca - - - - - - - -
P.sp.1 Itabela - 96_itabela - - 1012 96 | R83 | N96 -
P.sp. 1 Wences~lau Parque Estad.ual dNe 712WG i i 712 712 i i i
Gumaraes Wenceslau Guimardes
. Parque Nacional do Alto
P.sp.1 Guaratinga . 1AC - - 551 1 |R140| N1 T1
do Cariri
P.sp.2 Wences~lau Parque Estad.ual dNe 62WG i i 713 62 | rss | N62 i
Gumaraes Wenceslau Guimaraes
P.sp.2 Wences~lau Parque Estad.ual d~e 711WG i i 711 711 - | n711 i
Gumaraes Wenceslau Guimaraes
P.sp.3 Camacan RPPN Serra Bonita 58SB - - - 58 - - -
P.sp. 3 Arataca Parque Nacional da SL417 - - - a7 - ; ;
Serra das Lontras
P.sp. 3 Arataca Parque Nacional da SL443 - ; 443 | - ; ;
Serra das Lontras
E
P.sp. 3 WencesNIau Parque stad'ual dNe WG703 ) ) ) 703 ) ) )
Gumaraes Wenceslau Guimardes
P.sp. 3 Boa Nova Parque Nacional de Boa | IA31_boanov ) ) ) IA31 ) NIA3 TIA31
Nova a 1
P.sp.3 Barro Preto Pedra Lascada PL267_grav - - - 267 - - -
.. | Sao Lourengo Estacdo Ecoldgica do
P. ramagii da Mata - PE Tapacurpa PE1 PE1 NPE1
.. | S3o Lourengo Estacdo Ecoldgica do
P. ramagii da Mata - PE Tapacurpé PE2 PE2 NPE2
.. | Sao Lourengo Estacdo Ecoldgica do
P. ramagii da Mata - PE Tapacurpa PE3 PE3
.. | Sdo Lourengo Estacdo Ecoldgica do
P. ramagii da Mata - PE Tapacurpa PE6 PE6 NPE6

Cod. = Codigo da amostra das analises filogéneticas. Ref. = Localidade dentro ou fora dos refugios estimados.
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Apéndice Il. Nimero de acesso das sequéncias retiradas do GenBank utilizadas nas analises filogenéticas

Espécie Localidade Cédigo 16S ND2 TYR
Pristimantis cf. vinhai Itubera - BA MNRJ 53765 JX267491.1 - JX267725.1
Pristimantis cf. vinhai Jussari - BA AF'abogrzi3—J“ssa IX267343.1 - IX267719.1
Pristimantis cf. vinhai Camacan - BA USPECX1165T39_ IX267364.1 - IX267722.1

Camacan
Pristimantis cf. vinhai Camacan - BA USPECX1165T63_ JX267365.1 - IX267724.1
Camacan
Pristimantis cf. vinhai Trancoso - BA USPtCX1145T20_ JX267362.1 - JX267720.1
trancoso
- . S USPtCX115ST23_
Pristimantis cf. vinhai Trancoso - BA trancoso JX267363.1 - IX267721.1
Pristimantis cf. vinhai Una - BA Aflab0445_Una JX267492.1 - JX267726.1
T Spoli
Barycholos ternetzi eresopolis de - IX267466.1 - IX267680.1
Goias - GO
Eleutherodactylus bilineatus Boa Nova - BA - JX267324.1 - IX267691.1
Haddadus binotatus Rosal - ES - JX267357.1 - JX267683.1
Pristimantis cf. paulodutrai Itacaré - BA MNRJ 35338 JX267296.1 - JX267705.1
Pristimantis cf. paulodutrai Ca”a‘é'/‘i'ras " | MNRI40299 | JX267360.1 - IX267707.1
Pristimantis cf. paulodutrai Boa Nova - BA MNRJ 46880 JX267297.1 - JX267706.1
Pristimantis cf. ramagii Itaporanga MNRJ 46788 | 1X267299.1 - IX267710.1
D'Ajuda - SE
Pristimantis cf. ramagii Indiaroba - SE MNRJ49744 JX267300.1 - IX267711.1
Pristimantis cf. ramagii Indiaroba - SE MNRJ 49745 IX267484.1 - JX267709.1
Pristimantis ramagii Igarassu - PE JX267380 JX267380.1 - -
Pristimantis ramagii Pilar - AL MNRJ36751 JX267318.1 - IX267797.1
Pristimantis ramagii Murici - AL MNRJ50249 JX267319.1 - JX267798.1
Ecuador -
Pristimantis condor Morona- KU217857 EF493701.1 - EF493504.1
Santaigo
. . . Ecuador -
Pristimantis conspicillatus . QCAZ28448 EF493529.1 - EF493499.1
Sucumbios
Plf;rarzz - EU443188 EU44318
Pristimantis cruentus .q JN991443 JN991443.1 JN991569.1
Nacional 8.1
. JN991569
Darien
Pristimantis euphronides Grenada: BWMC6918 | EF493527.1 - EF493489.1
Grand Etan
Pristimantis fenestratus - KT221610.1 KT221610.1 KT2211 610 -
. . Costa Rica - JN991466 EU443189
Pristimantis ridens Puntarenas EU443189 JN991466.1 1 EU443189.1
Pristimantis sp. 1 Camacan - BA MTR13615 JX267387.1 - JX267819
Pristimantis zeuctotylus Suriname - 985BPN IN691247.1 - IN691951.1
Sipaliwini
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Apéndice Ill. Coordenadas geograficas dos pontos utilizados na Paleomodelagem.

Municipio - Localidade Latitude Longitude Altitude
Almadina - Serra do Corcovado -14.70288 -39.59555 643
Alto do cariri - Cérrego de pedras -16.45296 -40.05886 863
Alto do cariri - Faz. serra da divisa -16.34171 -39.97288 582
Amargosa - Serra do Timbo -13.10668 -39.66573 670
Arataca - Serra das Lontras -15.16243 -39.34376 947
Barra do Choga -14.92891 -40.55988 887
Barro Preto - Pedra Lascada -14.77237 -39.54088 606
Boa Nova -14.40804 -40.11502 941
Camacan - Serra Bonita -15.39514 -39.56618 845
Floresta Azul -14.75407 -39.69221 678
Ibicarai -14.79924 -39.62909 720
Igrapiuna - Reserva Ecdlogica da Michelin ~ -13.82863 -39.21883 223
IIhéus - CEPLAC - Localidade-tipo -14.78673 -39.22495 44
Ilhéus - Ponta da Tulha -14.60096 -39.06233 18
Itabela -16.52945 -39.57719 180
Itacaré -14.31666 -39.06666 112
Itamaraju -16.97706 -39.56549 130
Itarantim - Serra do Mandim -15.62952 -39.98033 604
Jussari -15.16753 -39.54441 820
Macarani - Mata dos Passarinhos -15.79071 -40.51927 784
Porto Seguro - RPPN Veracel -16.36288 -39.14253 77
Potiragua - Serra Azul -15.87363 -39.90549 798
Prado - Parque Nacional do Descobrimento -17.07475 -39.31654 80
Santa Teresinha - Serra da Jibodia -12.84949 -39.47663 788
Unaa -15.19437 -39.03654 14
Uruguca -14.60914 -39.35554 104
Veredas -17.21292 -39.62169 179

Wenceslau Guimaraes -13.57198 -39.71763 736




Apéndice IV. Arvore obtida por inferéncia Bayesiana com todos os genes concatenados (165, ND2, RAG-1 e TYR)

baseado em 2578 pb com 128 terminais. .

Os suportes dos ramos mostram os valores de probabilidade posterior do

MrBayes onde * > 0.99. A barra representa o nimero de substitui¢do por sitios.

o Pt n[h

i cru&pms_EU-H lgﬁpfgié

fis_fenestratos KT221610

W
ﬁ thlu.mhs ?F

@“. .

Erismant 380,11y
Pris it 1A Eﬂyﬂﬂf‘%“- A
Fristimantic \m_m%l AR 0345
udd MRS

Bt

J\f
Prisfuma |l Gb
Pristimantis 1 kR _ RPL D443 Ut
P Fuspa

s g

|_= Pristirmnantis 4
Eruhum.nmﬂfla‘“mwh

g | ClhdoN

s

*
)
n‘ﬁd‘

(gl

r= 005

e
mEb)

&

s
T

ek

ft

i

o

L
i

Clado 5W1

_camacan |

I Clado 52

Clado 51

M _trancosa
23 trancosa

E. ." klm 4zi

H'l‘_i 3
slactylie ] aqur\tna_}.‘NPl-lé-{

i-]undadns_blmmlm_MTRHS!

Chdo C

84



Capitulo 3

Anfibios das areas de altitude da Mata Atlantica brasileira: conservagao, areas de

endemismo e status do conhecimento
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Anfibios das areas de altitude da Mata Atlantica brasileira: conservacao, areas de endemismo e status do

conhecimento

RESUMO

Nas areas de altitude da Mata Atlantica ainda sdo encontrados fragmentos florestais que conservam uma
rica e endémica diversidade de anfibios. Contudo, com a atual crise da diversidade e a crescente expansao
populacional é necessario a definicdo de areas prioritarias para conservacao que direcionem politicas
publicas de conservacdo in situ. Neste trabalho, identificamos areas prioritdrias utilizando quatro diferentes
critérios: dreas de endemismo, riqueza de espécies, presenca de espécies ameacadas e com distribuicao
geografica restrita. Foram utilizados mapas de distribuicao geografica de 509 espécies de anfibios que
possuem extensdo de ocorréncia nas areas de altitude da Mata Atlantica. As dreas de endemismos foram
definidas através da Analise de Parcimonia de Endemismo (PAE). Além disso, quantificamos as tendéncias
de pesquisa realizadas com anfibios nas dreas de altitude do Brasil com intuito de identificar possiveis
lacunas no conhecimento. Foram identificadas 14 dreas de endemismos e 19 dreas prioritdrias para
conservagao dos anfibios anuros das dreas de altitude da Mata Atlantica que devem auxiliar em futuras

discussdes para implementagao de novas unidades de conservagao no pais.
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INTRODUCAO

O Brasil possui a maior cobertura de florestas tropicais do mundo, sendo considerado um dos paises que
abrigam a maior diversidade do planeta, com cerca de 15 a 20% das espécies descritas no mundo (Myers et
al. 2000). Neste contexto, um dos grandes desafios é tentar conciliar o desenvolvimento do pais com a
conservacao da biodiversidade e uso sustentavel dos recursos naturais. Para tanto, uma das estratégias
adotadas pelo seu governo (Ministério do Meio Ambiente Brasileiro - MMA) é a determinacdo de areas
prioritarias para a conservacdao da biodiversidade que podem ser utilizadas para implementacdo de

politicas publicas de conservacdo in situ (MMA 2007).

O estabelecimento e manutenc¢do de dreas protegidas € uma das principais estratégias para conservar a
biodiversidade no mundo (Bruner et al. 2001; Lawler & White 2008). Para que o resultado dessas ag¢des seja
eficiente, é necessario que essas dreas sejam criadas baseado em critérios cientificos que maximizem a
protecdo da biodiversidade com o melhor aproveitamento possivel dos escassos recursos financeiros
destinados a conservagdo (Margules & Pressey 2000; Loucks et al. 2008; Diniz-Filho et al. 2008). Contudo,
muitas vezes elas sdo criadas de forma oportunista (Lemes et al. 2011), em locais isolados ou de baixo valor
econdmico, sem levar em consideragdo diversos atributos importantes para a conservagao efetiva da
biodiversidade (Rodrigues et al. 2004), ou seja, ndo garantindo a prote¢do das comunidades bioldgicas e a

manutencado dos processos ecossistémicos (Margules & Pressey 2000).

A definicdo das areas prioritdrias para conservacao do Brasil foi realizada utilizando diferentes critérios, tais
como, riqueza bioldgica, presenga de espécies endémicas e ameagadas (MMA 2007). Entretanto, grande
parte da informacao utilizada eram observag¢des pessoais, ou de estudos ndo delineados adequadamente,

atribuindo certa subjetividade ao processo de priorizacao (Camardelli & Napoli 2012).

Um dos critérios que vem sendo utilizado para determinar locais relevantes para conservagao sao as areas
de endemismo (Prevedello & Carvalho 2006; Camardelli & Napoli 2012). Areas de endemismos sdo
caracterizadas pela congruéncia, ndo aleatéria, nos limites de distribuicdo geografica de no minimo dois
taxons restritos a determinada area (Nelson & Platnick 1981; Morrone 1994). Essas areas apresentam alto
valor para conservacgao, pois possuem um conjunto de espécies Unicas, cuja presenca pode estar associada
a aspectos biogeograficos histéricos e evolutivos (Platnick 1992; Morrone 2000; Myers et al. 2000; Silva et

al. 2004; Silva et al. 2005).

Dessa forma, é essencial verificar se essas areas delimitadas pelo MMA (2007) apresentam congruéncia
com areas relevantes para conservacdo de diferentes grupos taxondmicos (Camardelli & Napoli 2012),
principalmente para os anfibios, que estdo entre os vertebrados mais ameacados do mundo (Stuart et al.
2004) com 30% das espécies consideradas ameacadas de extingdo (IUCN, 2014). Esse numero pode ser
ainda maior, ja que 23% das espécies ndao possuem informagdes biolégicas adequadas para sua plena

avaliacdo, sendo categorizadas como DD (dados insuficientes) pela IUCN (2014). O numero de artigos
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voltados a conservacdo dos anfibios é muito menor quando comparado a aves e mamiferos (Brito 2008).
Além disso, os anfibios estdo menos representados na rede global de areas protegidas quando comparados
a aves, mamiferos e tartarugas e poucas areas destinadas a conservacdo sdo instauradas, levando-se em

consideracdo especificamente esse grupo taxonémico (Rodrigues et al. 2004).

A dificuldade na obtencdo de dados sobre a distribuicdo geografica para muitas espécies € um dos
principais desafios para elaboracdo de estratégias de conservacdo (Brooks et al. 2004; Pressey 2004),
principalmente em locais com grande diversidade, como nos trépicos (Kress et al. 1998; Bini et al. 2006).
Todavia, alguns estudos voltados para conservacdo estdo tentando contornar esse problema, utilizando
mapas de extensdo de ocorréncia (e.g. Rodrigues et al. 2004; Trindade-Filho et al. 2012; Dobrovolski et al.
2014) ou modelagem preditiva da distribuicdo geografica das espécies (e.g. Li et al. 1999; Engler et al. 2004;
Silva 2008; Rodder et al. 2009; Elith & Leathwick, 2009; Leite 2012), com o intuito de indicar as prioridades

iniciais, frente a atual crise da biodiversidade (Pimm & Brooks 1997).

Embora as dreas montanhosas representem 16.5 - 27% da superficie da terra (Fjeldsa et al. 2012), nelas sdo
encontrados metade dos hotspots mundiais de diversidade bioldgica (Kohler & Maselli 2009), sendo
consideradas areas de alta prioridade para conserva¢do, com grande numero de espécies endémicas e
ameacadas (Stattersfield et al. 1998). Isso ndo é diferente nas dreas de altitude do Brasil. Dentro da Mata
Atlantica, um dos biomas mais ameacados do mundo restando apenas 11.7% da sua cobertura florestal
original (Ribeiro et al. 2009), as trés principais regides serranas (Serra do Mar, Serra da Mantiqueira e a
Serra do Espinhac¢o) sdo reconhecidas pelo seu alto valor bioldgico (Giulietti et al. 1997; Martinelli 2007,
MMA 2007). Para os anfibios, essas regies sdo caracterizadas pela grande quantidade de espécies
endémicas (Cruz & Feio, 2007; Leite et al. 2008; Leite 2012), constante descoberta de espécies novas para
ciéncia (e.g. Napoli et al. 2011; Leite et al. 2012; Teixeira et al. 2013; Martins & Zaher 2013; Barata et al.
2013; Lourencgo-de-Moraes et al. 2014) e onde sdo encontradas as localidades com maior riqueza para esse

grupo taxondmico na Mata Atlantica (Dias et al. 2014).

Contudo, o conhecimento bioldgico acerca dessas areas ainda é insuficiente, sendo necessario estimular a
pesquisa cientifica com o objetivo de compreender e proteger o funcionamento e a complexidade dessas
areas montanhosas (Martinelli 2007). Sendo assim, é importante avaliar quais sdo as pesquisas com
anfibios que estdo sendo realizadas nestes locais, para identificar possiveis lacunas do conhecimento e

auxiliar no melhor desenvolvimento de futuros trabalhos que possam ser desenvolvidos nestas dreas.

Dessa forma, os objetivos desse trabalho sdo: 1) quantificar as tendéncias das pesquisas cientificas
envolvendo os anfibios nas areas de altitude do Brasil; 2) definir dreas de endemismos; 3) definir areas
prioritarias para conservacao dos anfibios anuros das areas de altitude da Mata Atlantica brasileira; e 4)

verificar se elas coincidem com as areas prioritarias definidas pela MMA (2007).
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MATERIAL E METODOS
Tendéncias de pesquisa

Para avaliar o status do conhecimento sobre as anfibios das areas de altitude do Brasil foram feitas buscas
no banco de dados da Web of Science utilizando os seguintes termos: "Mount*", "Montan*","Serra",
"Altitud*" e/ou "Highland*" juntamente com "Amphibia*", "Anura*", "Gymnophiona", "frog*" e/ou
"anfibi*" mais as palavras "Brasil" ou "Brazil". As publicacdes deveriam ter a combinagdo destes termos no
titulo, resumo ou palavras-chaves, considerando-se todos os anos disponiveis na base de dados utilizada,
de 1945 até 2013. Optamos por ndo limitar a procura apenas para estudos dentro da Mata Atlantica, para
possibilitar uma maior abrangéncia e permitir um panorama geral dos estudos que estdo sendo feitos nas

areas de altitude no pais.

Posteriormente, cada registro foi analisado individualmente para constatar se a publica¢gdo estava dentro
do escopo deste trabalho. Dentre os artigos selecionados foram identificados: o ano de publicagdo; o
principal tema de investiga¢do; o bioma e o estado onde foi realizado o estudo. Particularmente para as
descrigdes de novas espécies também foi identificada a altitude onde o holétipo foi coletado. Estudos que
contemplavam mais de um bioma ou mais de um estado ndo foram contabilizados para as respectivas
categorias. Estudos realizados em Campos Rupestres foram considerados como uma categoria separada

dentro da Mata Atlantica.
Areas de Endemismos
- Banco de dados

As poligonais da drea de ocorréncia das espécies de anfibios anuros foram obtidas na base de dados da
IUCN (http://www.iucnredlist.org/technical-documents/spatial-data). Esse conjunto de dados foi
sobreposto e recortado de um shapefile das areas acima de 600 metros de altitude (TOPODATA - Valeriano
et al. 2008) que estavam dentro dos limites Mata Atlantica (poligonal obtida em SOS Mata Atlantica, 2008),
jd que essa altitude é o limite minimo proposto para o inicio das Florestas Montanas Tropicais do Brasil
(Veloso 1992). Dessa forma, somente as espécies que apresentavam extensdao de ocorréncia nessas areas
(509 espécies) foram selecionadas com sua poligonal de distribuicdo geografica, limitada as dreas acima de

600 m de altitude.

O conhecimento incipiente sobre os anfibios no Brasil, aliado a escassez de dados de ocorréncia para a
maioria de suas espécies, tornam os mapas de extensdo de ocorréncia uma alternativa aceitavel para
buscar padrdes gerais em ecologia, mesmo com os altos erros de comissdo. Sobretudo, pelo fato desses
mapas estarem disponiveis para vdrios grupos taxonomicos em escala global, permitindo assim uma
identificacdo inicial das prioridades gerais que podem ser refinadas posteriormente (Lemes et al. 2011;

Rondinini et al. 2011). Esses dados sdo amplamente utilizados em estudos de macroecologia para definir
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estratégias de conservacao e buscar padrdes ecoldgicos globais mas devem ser interpretados com cautela
(e.g. Loyola et al. 2014; Lemes and Loyola, 2013; Faleiro et al. 2013; Rondinini et al. 2011; Safi et al. 2011;
Brito 2010).

- Determinagdo das dreas de endemismos e padrées de diversidade

Areas de endemismos s3o regides que apresentam congruéncia entre a distribuicio geografica entre dois
ou mais taxons (Platnick 1991) que pode ser o resultado da evolucdo de diferentes taxons que
compartilham uma mesma area geografica (Rosen 1988). Como os limites de distribuicdo de um taxon sdo
determinados por fatores histéricos e atuais, pode-se supor que espécies que apresentam simpatria, foram

influenciadas por fatores climaticos e histéricos semelhantes (Szumik et al. 2002).

Para delimitar as areas de endemismos foi utilizada a Andlise de Parcimoénia de Endemismo (Rosen 1988)
através de quadriculas, conforme proposto por Morrone (1994). As areas de altitude (acima de 600
metros), dentro da Mata Atlantica, foram divididas em 464 quadrantes de 0.5° latitude x 0.5° latitude. Essa
rede de quadriculas foi sobreposta com a area de ocorréncia das espécies e obtida uma matriz de presenga
(="1") e auséncia (= "0") das espécies em cada quadricula. Uma quadricula hipotética foi adicionada a base
de dados e utilizada para enraizar a arvore, na qual continha apenas valores "0" (Rosen 1988). As unidades
amostrais (quadriculas) foram tratadas como taxons (linhas) e as espécies como caracteres (colunas). A
estimativa de riqueza foi obtida utilizando essa matriz de dados, somando-se todas as espécies presentes

em cada quadricula.

A analise de parcimonia foi realizada no programa Nona (Goloboff 1999) em conjunto com o Winclada
(Nixon 2002) utilizando-se o algoritmo heuristico TBR (Tree Bisection and Reconnection) com os comandos:
"hold1000; mult*100; mult*max*". No cladograma consenso estrito, os terminais com quadriculas ou
conjuntos de quadriculas sustentadas por duas ou mais espécies restritas (sinapomorfias) foram

consideradas areas de endemismos (Morrone 1994).
- Definicdo das dreas prioritdrias

A definicdo das dreas prioritarias para conservacdo de anfibios nas dreas de altitude da Mata Atlantica
brasileira foi baseada na combinacdo de quatro critérios cumulativos, igualmente ponderados, seguindo a
proposta de Camardelli & Napoli (2012), com modificagdes. Os quatro parametros utilizados foram (a)
areas de endemismos; (b) quadriculas com alta riqueza de espécies (> 80 espécies); (c) quadriculas com a
presenca de pelo menos duas espécies ameacadas de anfibios segundo a Lista das Espécies da Fauna
Brasileira Ameacadas de Extingdo vigente (Portarias MMA n2 444/2014, n? 445/2014); e (V) presenca de no
minimo trés espécies com distribuicdo geografica restrita a quadricula. Posteriormente, as areas foram
ranqueadas, segundo o somatério desses critérios, conforme sua ordem de importancia: alta (=2), muito

alta (=3) e extremamente alta (=4).

90



Como critério de desempate, foi feita uma andlise de complementaridade (Humphries et al. 1991)
considerando apenas as areas previamente identificadas como prioritarias. Essa analise procura diminuir a
sobreposicdo e a redundancia dos alvos de conservagdo (espécies), representando cada espécie em pelo
menos uma area prioritaria. O primeiro passo foi selecionar a drea que possui 0 maior nimero de espécies,
entre as classificadas como extremamente alta. Em seguida, as areas remanescentes foram ordenadas
conforme a sua maior adicdo de novas espécies, ndo representadas na rede de dreas prioritdrias,
respeitando a ordem de importancia das areas. Esse procedimento foi repetido sucessivas vezes até que
todas as espécies desse conjunto de dados fossem representadas nas dreas prioritarias. Continuando o
empate entre duas dreas, foi priorizada aquela area que possuia um maior nimero de espécies ameacadas

e de espécies com distribuicao restrita.

Para definir o grau de protegdo existente em cada area definida como prioritaria foi quantificada a
presenca de Unidades de Conservagdo (UCs) de protecdo integral e de uso sustentdvel dentro das
guadriculas selecionadas. Assim como, as recomendag¢des de criagdes de novas UCs de protegao integral e
de UCs sem definicdo da categoria de protec¢do, estabelecidas pelo MMA (2007) como agdes prioritarias

para conservac¢ao da Mata Atlantica.
RESULTADOS
Status do conhecimento

Foram encontrados 146 artigos que abordam os anfibios das areas de altitude no Brasil. A maioria dos
estudos analisados foi conduzida na regido sudeste do pais, nos estados de Minas Gerais (30%), Rio de
Janeiro (20%) e S3o Paulo (17%). O quarto estado mais estudado foi a Bahia (9%). Os outros estados

identificados contribuiram com menos de 5% cada um.

A maioria dos estudos foi realizada na Mata Atlantica (60 %), seguido pelo Cerrado (12%). Destaque
especial para os estudos localizados nos Campos Rupestres que representaram 12% do total, a maioria
deles feitos ao longo da Serra do Espinhago. A Amazonia (3%) e a Caatinga (2%) foram as regides menos

estudadas.

De forma geral, houve um incremento dos estudos abordando os anfibios das areas de altitude ao longo do
tempo, principalmente na ultima década, atingindo seu apice nos anos de 2010, 2012 e 2013 (Figura 1). A

metade desse conhecimento foi produzida nos Ultimos quatro anos (2010-2013).
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Figura 1. NUmero das espécies novas (linha) e total de artigos publicados (barras) por ano sobre os anfibios das areas

de altitude do Brasil entre 1945-2013.

Foram identificadas 12 linhas de pesquisa nos estudos encontrados, sendo que a Taxonomia e Sistematica
representou quase 50% das pesquisas (Figura 2). As areas de Paleontologia, Ecologia Comportamental,

Genética e Ecologia de Populagdes foram as menos estudadas (Figura 2).

Dos 146 artigos encontrados 69 eram sobre Taxonomia e Sistematica, e destes 49 trabalhos descreveram
55 espécies novas para ciéncia. Embora seja observado certa oscilagdo na descricdo de espécies ao longo
do tempo, houve uma tendéncia geral ao aumento do ndmero desses estudos com o tempo (Figura 2).
Dentro do conjunto de dados analisado, os géneros com o maior nimero de espécies descritas foram dois
da familia Hylidae (Bokermannohyla - nove espécies e Scinax - seis espécies), e um da familia

Cycloramphidae (Proceratophrys - sete espécies).

Taxonomia e Sistematica
Ecologiade comunidades
Inventario de espécies
Ecologia tréfica

Biologia reprodutiva
Distribuicao geografica
Biologia da Conservacao
Parasitologia

Genetica

Ecologia de populacoes
Paleontologia

Ecologia comportamental

0 10 20 30 40 50 60 70

Numero de Artigos

Figura 2. Numero de artigos sobre anfibios das areas de altitude do Brasil, de acordo com o principal tema de

investigacdo abordado entre os anos de 1945-2013.
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Segundo a Lista das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extincdo, 25% destes taxons descritos das
areas de altitude sdo considerados com dados insuficientes (DD) para a avaliacdo do seu risco de extingdo,
25% sdo classificados como menos preocupante (LC), duas espécies (Physalaemus maximus e Scinax
duartei) sdo consideradas Vulneraveis (VU) e Phasmahyla spectabilis foi considerada como quase ameacada

de extingcdo (NT). Aproximadamente metade das espécies descritas (44%) ainda ndo foram avaliadas.

A maioria das espécies (holdtipos) foram descobertas em altitudes intermediarias, entre 800-1100 m (17
taxons) e 1100-1400 m (13 taxons). Em altitude inferiores (500-800 m) foram descritas 12 espécies e em
altitudes superiores (1400-2050 m) outros oito taxons. Cinco espécies ndo tinham valores de altitude

associados ao holétipo.

Padrées de diversidade e Areas de Endemismo

- Padrées de diversidade

A estimativa média de riqueza em cada quadricula foi de 55 espécies, variando entre 23 e 148 espécies. As
quadriculas do sudeste do Brasil foram as que apresentaram as maiores estimativas de riqueza ao longo da
Serra do Mar e Serra da Mantiqueira, principalmente aquelas localizadas no sul de Minas Gerais, Espirito

Santo, Rio de Janeiro e leste de Sao Paulo (Figura 3).
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Figura 3. Estimativa da riqueza de anfibios anuros das areas de altitude da Mata Atlantica brasileira utilizando o banco

de dados da IUCN.

- Areas de endemismo
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A andlise de parcimbnia de endemismos conduzida com a extensdo de ocorréncia de 509 espécies de
anfibios anuros resultou no reconhecimento de 14 areas de endemismos (30 quadriculas) com 44
sinapomorfias e 41 autopomorfias (Figura 4 e 5, Tabela 1) nas areas de altitude da Mata Atlantica. A arvore
consenso estrito foi obtida com 7171 passos com indice de consisténcia de 0.07 e indice de retencdo igual a
0.64. Entre as quadriculas que foram consideradas areas de endemismos, 66% (n = 20) apresentaram

riqueza de espécies alta (> 80 espécies).

De forma geral, podemos considerar a definicdo de cinco grandes areas de endemismos para os anfibios
anuros nas areas de altitude da Mata Atlantica: a Serra do Mar (Q153, Q154, Q191, Q202, Q211, Q212,
Q222, Q317, Q318, Q341 e Q340), a Serra da Mantiqueira (Q247, Q294, Q387, Q426 e Q427), a Regido do
Quadrilatero Ferrifero na Cadeia do Espinhago (Q296, Q297, Q322 e Q323), uma area na Bahia (Q472) e
outra em Pernambuco (Q485, Q486, Q488 e Q489) (Figura 4).

Tabela 1. Espécies de anfibios que suportam as areas de endemismos das areas de altitude da Mata Atlantica

brasileira.
Quadriculas Area de Endemismo Espécies
Brach hal ]
Q153 e Q154 Serra do Mar (PR) rachycephalus ferruginus
Cycloramphus mirandaribeiroi
. . Cycl hus juimiri
Q191 Serra da Juréia/Itatins (SP) ycloramp, us;wmmm
Hylodes dactylocinus
Brach hal dot
Q202 Guarapitanga (SP) rachycephalus nodoterga

Phrynomedusa bokermanni
Megaelosia massarti
Q211,Q212 e Q222 Serra do Mar (SP) Paratelmatobius cardosoi
Paratelmatobius poecilogaster
Bokermannohyla ahenea
Bokermannohyla gouveai
. Cycloramphus carvalhoi
Q247 - Itatiaia Holoaden bradei
(divisa do ES, SP e RJ)
Hylodes glaber
Ischnocnema holti
Paratelmatobius lutzii

Bokermannohyla ibitipoca

Q294 Serra de Ibitipoca (MG) Physalaemus rupestris
Physal h

Q296 Serra do Caraga (MG) .ysa aerr?u.s erythros
Scinax curicica

Q297,Q322 Bokermannohyla nanuzae

uadrilatero Ferrifero ( MG
e Q323 Q (M6) Physalaemus evangelistai

Aplastodiscus musicus
Cycloramphus ohausi
Cycloramphus stejnegeri

Q317,Q31s, L.
Q340 e Q341 Serra do Orgdos (RJ) Hylodes charadranaetes
Ischnocnema erythromera
Ischnocnema gualteri
Scinax melloi
Cycl hus bandeirensi
Q387 Serra do Caparad (MG e ES) yclorampnus .a.r.7 elrensis
Hylodes vanzolinii
Dend h hii
Q426 Domingos Martins (ES) e.n ropsop u§ ruscnit
Scinax kautskyi
c dactylodes izecksohni
Q427 Santa Teresa (ES) rossodactylodes izecksohni

Euparkerella tridactyla
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Ischnocnema epipeda
Ischnocnema oea

Scinax arduous

Zachaenus carvalhoi
Cycloramphus migueli
Dendrophryniscus proboscideus
Phyllodytes gyrinaethes

Phyllodytes edelmoi

Q472 Serra das Lontras (BA)

Q485, 486, 488, 489 Planalto da Borborema (PE)
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Figura 4. Mapa com a distribuicdo das quadriculas identificadas com areas de endemismos para os anfibios das areas
de altitude da Mata Atlantica em a) evidenciando a parte do nordeste e em b) a parte sul e sudeste do Brasil. As dreas

de endemismo sdo apenas os locais identificados em azul no mapa.
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Figura 5. Resumo do cladograma de consenso estrito obtido da Analise de Parciménia de Endemismo (PAE) utilizando
quadriculas de 0,5°x 0,5° (latitude/longitude) evidenciando apenas os clados que suportam as areas de endemismos
identificadas para as espécies de anfibios anuros das areas de altitude da Mata Atlantica brasileira. Circulos pretos

representam espécies restritas aos clados.

96



- Areas prioritdrias para conservacéo

Segundo os critérios utilizados, foram identificadas 19 4reas prioritarias para conservac¢do dos anfibios nas

areas de altitude da Mata Atlantica brasileira (Tabela 2, Figura 6).

Altitude
1-200m
| 200-600 m

\ 800 - 800 m

I 500 - 1.000m
I 1 000-1200m
I z00-2688m

Areas Prioritarias para Conservacéo

o a0 800 Km
J

Figura 6. Mapa com a distribuicdo das quadriculas identificadas como prioritarias para conservac¢do dos anfibios

anuros nas areas de altitude da Mata Atlantica brasileira.
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Tabela 2. Areas definidas como prioritarias para conservagdo dos anfibios anuros nas areas de altitude da Mata Atlantica brasileira. Categorias de importancia com o mesmo peso (0 = auséncia; 1 =

presenca). Espécies restritas: 1 = dreas com pelo menos trés taxons restritos a quadricula. Espécies ameagadas: 1 = areas com pelo menos duas espécies consideradas ameacgadas segundo a Lista

Brasileira de Espécies Ameagadas de Extingdo. Grau de Importancia: EA = Extremamente alta; MA = Muito Alta e A = Alta. O complemento residual é a diferenca entre o nimero total de espécies

apresentadas na andlise (n= 392) e o nimero de espécies presentes em cada area.

Espécies

Numero

Or:de.m de Area Prioritaria Quadriculas quuez’a .( Restrita Areas.de Especies de Compl.e mento GrauAd e.
Prioridade >80 espécies Endemismo Ameagadas L . residual Importancia
Espécies
. Q317, 318,
1 Serra dos Orgdos (RJ) 340 @ 341 1 1 1 1 4 156 236 EA
2 Serra do Mar (SP) QZl;'Zilz € 1 1 1 1 4 132 190 EA
3 Quadrilatero Ferrifero (MG) Q29;,2§22 € 1 1 1 1 4 94 158 EA
4 Serra do Mar (PR) Q153 e 154 1 1 1 1 4 90 130 EA
5 Itatiaia (Divisa do ES, SP e RJ) Q247 1 1 1 1 4 139 110 EA
6 Serra de lbitipoca (MG) Q294 1 1 1 1 4 84 106 EA
7 Regido de Santa Teresa (ES) Q427 1 1 1 0 3 112 78 MA
8 Planalto da Borborema (PE) Q485f88:’488 0 0 1 1 2 55 56 A
9 Tijucas do Sul (PR) Q135 1 0 0 1 2 83 17 A
10 Monteiro Lobato (SP) Q223 1 0 0 1 2 115 14 A
11 Domingos Martins (ES) Q426 1 0 1 0 2 100 11 A
12 Macae de Cima (RJ) Q267 1 0 0 1 2 128 9 A
13 Serra da Cantareira (SP) Q202 1 0 1 0 2 106 7 A
14 Serra do Caparad (MG e ES) Q387 1 0 1 0 2 82 5 A
15 Resende (RJ) Q268 1 0 0 1 2 135 4 A
16 Valenga (RJ) Q292 1 0 0 1 2 128 3 A
17 Amparo (RJ) Q361 1 0 0 1 2 113 2 A
18 Serra do Japi / Morro Grande (SP) Q203 1 0 0 1 2 113 1 A
19 Rio Preto (MG) Q293 1 0 0 1 2 101 0 A
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Seis areas obtiveram a pontua¢do maxima (4 pontos) e foram priorizadas como de extrema importancia
bioldgica (em ordem de classificacdo): Serra dos Orgdos no Rio de Janeiro (Q317, Q318, Q340 e Q341),
Serra do Mar em Sdo Paulo (Q211, Q212 e Q222), regido do Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais (Q297,
Q322 e Q323), Serra do Mar no Parana (Q153 e Q154), a regido de Itatiaia na divisa dos estados de Sdo
Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo (Q247) e a Serra de Ibitipoca também em Minas Gerais (Q294).
Dentre as sete dareas classificadas como de muito alta ou de extrema importancia biolégica, todas também

foram identificadas como areas de endemismos e de alta riqueza de espécies (> 80 espécies).

As dreas prioritarias que apresentaram o maior numero de UCs de protecdo integral foram a Serra dos
Orgaos - RJ (Q317,0318,Q340 e Q341), a Serra do Mar - SP (Q211, Q212 e Q222) e o Quadrildtero Ferrifero
- MG (Q297, Q322 e Q323). Todavia, 16% (Q135, Q361 e Q426) delas ndo possuem nenhuma unidade de
conservacdo de protegdo integral e quatro (Q264, Q293, Q294 e [Q485,486,488,489]) ndo possuem
nenhuma UC de uso sustentdvel (Figura 7). Quanto as ag¢Bes conservacionistas propostas para a Mata
Atlantica pelo MMA (2007) para criagdo de novas UCs de protegdo integral ou UCs com categoria ainda ndo
definidas, 26.6% (Q202, Q247, Q267, Q294, Q361) das areas prioritarias definidas neste estudo ndo foram

contempladas com nenhuma proposta (Figura 7).

40 7 Criacdo de UC - Indef.
35 -
Criacdode UC - PI
30 -
B UCs U.S.
25 -
B UCsP..

Figura 7. Niumero de Unidades de Conservacao (UCs) de Protecdo Integral (P.l.) e de Uso Sustentavel (U.S.) e das a¢Ges
prioritarias (criacdo de UCs P.l e ainda ndo definidas - Indef.) para conservagdo, propostas pelo MMA (2007),
presentes em cada area definida como prioritarias para conservagdo dos anuros das areas de altitude do dominio da

Mata Atlantica brasileira. O nome da regido geografica de cada quadricula pode ser encontrada na Tabela 2.
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DISCUSSAO
- Status do conhecimento

A localizagao geografica das trés principais cadeias montanhosas do Brasil provavelmente influenciou na
maior ocorréncia de estudos direcionados para essas areas em estados da federacdo proximos a elas. A
Serra do Espinhaco, a Serra do Mar e a Serra da Mantiqueira fazem parte dos estados onde foram
realizados a maioria dos estudos (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Bahia) abordando os anfibios
das areas de altitude. Além disso, a regido sudeste concentra (hoje e historicamente) os principais centros
de pesquisa e pesquisadores de anfibios do Brasil, consequentemente a quantidade de artigos produzidos
abordando a anurofauna desta regido é maior do que em qualquer outro local do pais (Rossa-Feres et. al.

2011; Campos et al. 2014).

O aumento gradual de estudos com anfibios em areas de altitude do Brasil com o passar dos anos,
principalmente a partir de 2005, revela um interesse crescente sobre essa tematica pelos herpetdlogos
brasileiros. Grande parte dessa produgdo cientifica é recente, ja que mais da metade (50.7%) foi publicada
nos ultimos quatro anos. Os esforcos de pesquisa estdo direcionados principalmente para a Taxonomia e
Sistemdtica. Como muitas dessas dreas ficam isoladas devido a dificuldade de acesso e ainda possuem
fragmentos bem preservados, a probabilidade de encontrar novas espécies para ciéncia nestes locais é alta,
conforme pode ser observado na porcentagem (33.5% do total) de artigos encontrados que descrevem
novos taxons para essas areas. Mesmo com esse grande esfor¢o voltado para estudos taxondmicos,
estimativas revelam que o niumero de espécies de anfibios na regido tropical ainda estd subestimado (Giam
et al. 2012) sendo necessario ainda mais o estimulo dessa linha de pesquisa e a formagdo de novos

taxonomistas.

Estudos taxondmicos e sistemdticos, incluindo inventdrios de fauna, sdo essenciais para uma melhor
compreensdo dos anfibios brasileiros e para uma melhor definicdo dos padrdes de riqueza e de distribuicdo
geografica para este grupo taxonomico (Verdade et al. 2012). Martinelli (2007) listou 52 regiGes serranas
dentro da Mata Atlantica que apresentam auséncia parcial ou total de informacdo bioldgica, acrescentando

gue uma das ac¢Ges cientificas prioritarias é a criacdo de listas das espécies dessas dreas.

Areas montanhosas s3o reconhecidas pela sua grande importancia bioldgica, associada a sua histéria
climatica e geoldgica e também pela variabilidade de fatores bidticos e abidticos que proporcionam
diferentes tipos de micro-habitats para as espécies que vivem nestes locais (Martineli 2007). Dessa forma,
sdo verdadeiros laboratdrios naturais com gradientes ambientais que possibilitam o estudo dos processos
gue regulam as populagOes e a estrutura das comunidades bioldgicas. As cadeias montanhosas funcionam

como barreiras geograficas e podem fornecer hipdteses sobre os processos evolutivos que moldaram a
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diversidade bioldgica, tais como eventos vicariantes e processos de dispersdo (Brown et al. 2006; Cox &

Moore 2009).

Em cendrios de mudancas climaticas, as areas de altitude dos trépicos devem funcionar como reflgios
bioclimaticos (Brodie et al. 2012). Os mesmos autores ressaltam que esse deslocamento das espécies de
baixadas procurando ambientes condizentes com sua tolerdncia térmica, poderda aumentar a
competitividade entre as espécies de baixada e de areas de altitude. Outra preocupacdo eminente é sobre
as espécies que sdo tipicas de topos de morro, onde predominam temperaturas mais amenas, uma vez que
ndo se sabe como e se elas irdo suportar as mudancas climaticas previstas. Assim, estudos conduzidos
nestas areas podem promover avangos cientificos de diferentes linhas de pesquisas da biologia, além de
ajudar na compreens3ao de como as mudangas climaticas poderdo afetar a biodiversidade, principalmente

com estudos de tolerancia termal (Duarte et al. 2011).

Nas ultimas duas décadas, os relatos de declinios e extingdes populacionais de anfibios aumentaram no
mundo (Wake & Vredenburg 2008). A quitridiomicose, uma doenga emergente causada pelo fungo
quitridio (Batrachochytrium dendrobatidis), é apontada como uma das possiveis causas desses declinios. As
espécies de dreas de altitude sdo mais suscetiveis a contaminagao devido ao melhor desenvolvimento do
fungo em baixas temperaturas (Young et al. 2004). Esse fato ja foi demonstrado para popula¢ées da Mata
Atlantica que vivem em areas de altitude, onde existe uma maior prevaléncia e intensidade de

contaminagdes por esse fungo comparado com areas de baixadas (Griindler et al. 2012).

De forma geral, existe uma caréncia de estudos com anfibios relacionados a Biologia da Conservagao
(Urbina-Cardona 2008; Brito 2008), inclusive para as areas de altitude do Brasil. Esses estudos deveriam ser
intensificados, principalmente devido a fragilidade desses ambientes, a alta especificidade de habitat das
espécies de anfibios e estimativas de mudancas climaticas que podem alterar completamente o ambiente

dessas espécies.
- Padrées de diversidade e dreas de endemismos

A riqueza de anfibios encontrados em localidades amostradas dentro da Mata Atlantica varia entre 20 a 93
espécies (Vasconcelos et al. 2010; Almeida et al. 2011; Dias et al. 2014). A estimativa de riqueza, utilizando
o banco de dados da IUCN, para as quadriculas variou entre 23 e 143 espécies. Embora nenhuma localidade
conhecida apresente uma riqueza de 143 espécies de anfibios, esses nimeros estdo superestimados devido
ao tipo de dado utilizado (mapas de extensdo de ocorréncia) e o tamanho das quadriculas
(aproximadamente 25 km?). Contudo, as quadriculas estimadas com alta riqueza de espécies, identificadas
neste estudo, sdo condizentes com o encontrado na literatura. Essas areas, localizadas principalmente ao
longo da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira, sdo consideradas areas de grande diversidade e

importantes para a conservacdo dos anfibios da Mata Atlantica (Cruz & Feio 2007), onde ainda sdo
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descritas muitas espécies novas para ciéncia (e.g. Martins & Zaher 2013; Condez et al. 2014; Mangia et al.

2014).

Conforme ressaltado anteriormente, todas as localidades que apresentam alta riqueza de espécies para
anurofauna dentro da Mata Atlantica estdo inseridas em regides serranas (Dias et al. 2014). Por exemplo, o
municipio de Santa Teresa no Espirito Santo (Rédder et al. 2007; Almeida et al. 2011), a Estacdo Ecoldgica
da Boracéia (Heyer et al. 1990), o Parque Estadual Carlos Botelho (Forlani et al. 2010) e o Parque Estadual
Turistico do Alto da Ribeira (Araujo et al. 2010) no estado de S3o Paulo, a Serra do Brigadeiro em Minas
Gerais (Moura et al. 2012) e a Serra Bonita na Bahia (Dias et al. 2014). Exceto a Serra Bonita, todos os

outros locais estao inseridos, dentro de quadriculas estimadas, como de alta diversidade de espécies.

As dreas de endemismos identificadas para os anfibios das dreas de altitude da Mata Atlantica sdo
congruentes com outras propostas de trabalho. Os fatores que afetam ou afetaram a distribuicdo de um
taxon, limitando sua ocorréncia a determinada regido, podem ter influenciado de forma semelhante os
diferentes grupos taxonGmicos, sendo importante essa congruéncia nos padrdes, para a determinagdo de
uma area de endemismo (Szumik et al. 2002). As regides da Serra do Mar, Bahia e Pernambuco ja foram
apontadas como dreas de endemismos para aves, opilides, borboletas, pequenos mamiferos e primatas
(Costa et al. 2000, Silva et al. 2004; Silva and Casteleti 2005; Silva 2008). Sigrist & Carvalho (2008)
identificaram nove dreas de endemismos na Mata Atlantica utilizando dados de 19 taxons ndo relacionados
de plantas, invertebrados e vertebrados. Exceto uma area encontrada no litoral norte da Bahia, todas as

outras foram também identificadas neste estudo (ver figura 5, Sigrist & Carvalho 2008).

Todas as areas definidas como areas de endemismo estdo dentro de uma ou mais areas definidas como
prioritdrias para conservagdo da biodiversidade, segundo o MMA (2007). Devido as suas caracteristicas
biogeograficas e a singularidade de suas espécies essas dreas devem ser consideradas prioritdrias para

conservacgao (Morrone 2000; Sigrist & Carvalho 2008; Camardelli & Napoli, 2012).

A maioria dos mapas de extensdo de ocorréncia dos anfibios disponibilizados pela IUCN foram feitos em
2008 (IUCN, 2008). A distribuicdao geografica de algumas espécies esta desatualizada. Isso poderia gerar
ruidos na analise, ocasionando a determinacdo de uma area de endemismo, com uma espécie que nao é
endémica daquela regido. Contudo, esse artefato parece ter influenciado pouco os resultados obtidos neste

estudo.

Por exemplo, a Serra das Lontras foi definida pela presenca exclusiva de dois taxons: Cycloramphus migueli
e Dendrophryniscus proboscideus. A distribuicdo geografica da primeira foi ampliada para o municipio de
Amargosa - Serra do Timbo (Freitas et al. 2007) e a segunda foi encontrada em outra regido de altitude, em
Macarani (Capitulo 1). A incorporacdo dessa informacgdo no banco de dados inviabilizaria a manutencdo da

Serra das Lontras, como area de endemismo. Contudo, nos ultimos anos foram descritos outros trés taxons
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gue sdo conhecidos somente para aquela regidao, sdo elas: Dendrophryniscus oreites, Crossodactylodes
septentrionalis e Brachycephalus pulex (Recoder et al. 2010; Napoli et al. 2011; Teixeira et al. 2013). Dessa
forma, é possivel que em uma analise posterior, com a atualizacdo das informacdes sobre a distribuicao
geografica das espécies de anfibios, sejam encontrados resultados semelhantes ao que encontramos nesse

estudo.

Outros dois locais, ao longo das regides serranas da Mata Atlantica do Brasil, que merecem atencao
especial sdo a Serra do Timbd e da Jibdia no estado da Bahia e a Serra Gaucha no estado do Rio Grande do
Sul. Em uma analise preliminar com nosso banco de dados, utilizando quadriculas de 1° x 1°, essa duas

regioes também foram identificadas como areas de endemismo.

Camardelli e Napoli (2012) identificaram seis areas de endemismo para os anfibios na regido do semi-arido
brasileiro. Entre elas, a Serra do Timbo e a Serra da Jibdia foram identificadas com base em espécies tipicas
da Mata Atlantica. Dessas duas areas foram descritas quatro espécies de anfibios nos ultimos anos -
Gastrotheca flamma, Proceratophrys sanctaritae, Phasmahyla timbo e Bokermannohyla capra (Junca &
Nunes, 2008; Cruz et al. 2008; Napoli & Pimenta, 2009; Cruz et al. 2010), sendo que as duas primeiras

espécies sdo restritas a localidade-tipo e possivelmente novas espécies ocorrem na area (Capitulo I).

A Serra Gaucha estd localizada no nordeste do Rio Grande do Sul, € um dos poucos locais onde podem ser
encontradas extensas areas preservadas de florestas de Araucdrias e se destaca pela elevada riqueza de
anfibios (55 espécies) e grande quantidade de endemismos (Kwet et al. 2010). Duas espécies sdo
conhecidas somente para essa regidao Dendrophryniscus krausae e Melanophryniscus cambaraensis, sendo
a ultima considerada ameacada de extingao, e pelo menos outras oito espécies (Melanophryniscus simplex;
Hypsiboas joaquini; Hypsiboas marginatus; Pseudis cardosoi; Thoropa saxatilis; Hylodes meridionalis;
Adenomera araucaria e Elachistocleis erythrogaster) apresentam distribuicdo restrita ao nordeste do Rio

Grande do Sul e sudeste de Santa Catarina, na Serra Geral e Serra Gaucha (Kwet et al. 2010).

Essas duas regides (Serra do Timbd e Jibdia e a Serra Gaucha), ndo foram identificadas como éreas de
endemismo neste estudo, devido ao tamanho das quadriculas utilizadas na analise final. Contudo, a
ocorréncia de sobreposicdo entre diferentes espécies exclusivas dessas areas, indica que provavelmente,
essas regides apresentem grande importancia dentro de um contexto biogeografico para os anfibios das

areas de altitude da Mata Atlantica brasileira.

O aprimoramento do banco de dados, através da incorporagdo das informacdes publicadas na literatura,
em conjunto com dados de colegdes cientificas do pais podera revelar novas areas de endemismos em uma
escala mais refinada, principalmente no nordeste, onde houve um aumento do numero de publicacbes

sobre sua anurofauna (e.g. Moura et al. 2011, Magalhaes et al. 2013, Dias et al. 2014a, Dias et al. 2014b,
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Magalhaes et al. 2015, Capitulo 1) possibilitando uma analise biogeografica mais refinada dos padrdes de

distribuicdo de suas espécies.

As incertezas sobre a distribuicdo geografica das espécies e as grandes lacunas de amostragens - conhecido
como déficit Wallaceano (Whittaker et al. 2005) - é muito comum em paises mega diversos como o Brasil.
Todavia, com as taxas atuais de perda de biodiversidade, a tomada de decisdo precisa ser feita com os
dados disponiveis utilizando estratégias adequadas que maximizem os esforcos para a conservacdo (Diniz-
Filho et al. 2008). Sendo assim, aqui identificamos 19 areas prioritarias para conservacdo da anurofauna das
areas de altitude a Mata Atlantica que foram escolhidas com o intuito de maximizar a prote¢do de uma alta
riqueza de espécies, contemplar um maior nimero de espécies ameacadas e/ou restritas a determinada
regido, incorporando principios de complementaridade (Pressey et al. 1994) que permitiram que essas
areas contemplassem a ocorréncia de 392 espécies (72% das espécies que ocorrem na Mata Atlantica -
Haddad et al. 2013), 85 delas endémicas ou restritas, e todas as espécies consideradas ameacadas (24

espécies) que ocorrem em areas de altitude, além de 15 espécies classificadas como quase ameagadas (NT).

Entretanto, a atual rede de unidades de conservagao do Brasil ndo contempla de forma homogénea todas
essas areas. Em trés delas ndo foram identificadas nenhuma unidade ou agdo voltada para conservacgdo:
Amparo (Q361), Tijucas do Sul (Q135) e Domingos Martins (Q426) e mesmo em locais com grande
guantidade de UCs apenas uma pequena parte da drea é protegida. Entre as dreas identificadas como de
extrema importancia bioldgica, a Serra de Ibitipoca (Q294) é a Unica que apresenta somente uma Unidade
de Conservagao de protecao integral (Parque Estadual do Ibitipoca) e nenhuma acdo proposta para
conservagao pelo MMA (2007). A Serra de Ibitipoca é a localidade-tipo de quatro espécies de anuros
(Bokermannohyla feioi; Bokermannohyla ibitipoca; Hylodes amnicola e Physalaemus rupestris) todas elas

com distribuicdo geografica restrita ou conhecida apenas de sua localidade-tipo (Frost 2014).

A principal estratégia para preservacao da biodiversidade é a criacdo de areas protegidas (Lawler & White
2008). Os resultados alcangados aqui poderao auxiliar em futuras discussdes para implementacdo de novas
unidades de conservacdo que agreguem critérios geralmente utilizados (riqueza de espécies, espécies
endémicas e ameacadas), como também de unidades biogeogréficas naturais incorporando aspectos

historicos de evolucdo biogeografica (Nogueira et al. 2011; Guedes et al. 2013; Xavier et al. 2015).
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Consideracgoes Finais

- Através da amostragem de nove dreas de altitude da Mata Atlantica da Bahia, locais geralmente pouco
explorados cientificamente no estado e que abrigam uma diversidade Unica e rica de espécies, foram
encontradas 94 espécies de anfibios (¥ 50% dos anfibios do estado), preenchendo uma lacuna de
informacdo sobre quais espécies utilizam esses ambientes e ampliando significativamente os dados de

distribuicdo geografica desse grupo taxondmico na regiao.

- Utilizando uma abordagem integrativa (morfologia, bioacustica e analises moleculares) foi descoberto um
grande numero de espécies ndo descritas dessa regido. Foram elencadas 16 espécies candidatas, um
acréscimo de aproximadamente 10% para a riqueza do estado. Algumas delas, provavelmente, restritas as

Florestas Montanas da Bahia.

- Os padrdes de estruturagdo genética de uma espécie endémica (Pristimantis vinhai) da Mata Atlantica da
Bahia foram estudados, utilizando quatro marcadores moleculares mitocondriais e nucleares, através do
sequenciamento de 85 individuos de 20 localidades diferentes. Os resultados apontaram para a existéncia
de sete linhagens divergentes ocorrendo na regido, com alta distancia genética entre elas, chegando a 6.6%

para aregido 16S e 12.8% para a regidao do ND2.

- A paleomodelagem de Pristimantis vinhai estimou as dreas de altitude da regido como possiveis reflgios
climaticos e indicou uma possivel fragmentacdo da distribuicdo geografica dessa espécie durante os
periodos interglaciais. Os refugios foram validados quanto a alta diversidade genética encontrada nesses
locais, comparado com as areas instaveis. A analise de variagao do tamanho efetivo populacional ao longo
do tempo, indicou um declinio populacional acentuado durante o ultimo interglacial (120 k). Nenhum outro
estudo da América do Sul resgatou uma histéria semelhante embora esse seja o padrdo esperado para
espécies tipicas de climas mais frios ou de montanhas. As diversificacdes iniciais para essa espécie foram
estimadas para o final do Mioceno. Nosso estudo indica que a historia evolutiva dessa espécie foi moldada,
tanto através das oscilacdes climaticas do Pleistoceno, como também eventos mais antigos que

aconteceram durante o Mioceno.

- Fornecemos um panorama dos estudos com anfibios em dreas de altitude do Brasil. A maioria dos estudos
estd voltada para Taxonomia e Sistematica e foram comduzidos principalmente ao longo da Serra do
Espinhaco, da Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira regides proximas dos principais centros de pesquisa

do pais.

- Utilizando os mapas de extensdo de ocorréncia dos anfibios da Mata Atlantica, realizamos uma
priorizacdo de areas importantes para a conservacdo das espécies em areas de altitude do bioma. Foram

apontadas 19 areas prioritarias para esse grupo taxonémico, utilizando uma abordagem que levou em
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consideracdo a presenca de areas de endemismos, riqueza de espécies e presenca de espécies ameacadas e
raras. Embora a maioria desses mapas estejam desatualizados e existam limitacdes na estimativa da
distribuicdo geografica das espécies, os resultados alcancados sdo congruentes com a priorizacao de
regides reconhecidamente importantes para esse grupo taxondmico. Contudo, apenas duas dreas foram
apontadas como prioritarias no nordeste do Brasil. Provavelmente isso é um viés do banco de dados, ja que
historicamente essa regidao é menos estudada e existia pouca informacao, principalmente sobre os padrdes
de distribuicdo geografica dos anfibios dessa regido, quando os mapas de extensdo geografica foram
criados em 2008. Dessa forma, em uma andlise posterior com um novo banco de dados atualizado, é
possivel que resultados semelhantes sejam obtidos para as areas de altitude da Mata Atlantica do sudeste

do pais, porém novas areas prioritarias devem ser apontadas no Nordeste do Brasil.

- O conjunto de dados gerados durante a execugao desse trabalho preenche uma grande lacuna sobre a
diversidade e os padrbes de distribuicio geografica dos anfibios na Bahia, sendo estas, informagdes
essenciais para a tomada de decisdo em ag¢des conservacionistas. Reforgamos a necessidade da ampliagdo
da rede de unidades de conservagao do pais, sobretudo na Bahia, incorporando ainda mais areas de
altitude, principalmente em um contexto onde esses locais foram estimados como futuros refugios
climaticos em um cenario de aquecimento global. Além disso, recursos financeiros e humanos devem ser
investidos, sobretudo pelo governo federal e estadual, para que as unidades de conservacgdo ja instauradas
no pais, alcancem seus objetivos e protejam essas areas de forma efetiva, de modo a nado figurar apenas

como uma poligonal, com baixa eficiéncia, naquilo que se propde.

116



