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RESUMO

O género Scinax Wagler, 1830, pertencente a subfamilia Scinaxinae, familia Hylidae ¢é
representado por 126 espécies descritas que ocupam areas desde o México, Argentina e
Uruguai, incluindo ainda Trinidade, Tobago e Santa Lucia. Devido a alta conservacao
morfoldgica e a continua descoberta de novas espécies ndo descritas, o género atualmente
¢ considerado um problema taxonomico. A espécie Scinax constrictus foi descrita como
espécie distinta de Scinax nebulosus, porém sem muitas evidéncias morfologicas. Com
isso, investigamos o status taxondmico de populacdes atualmente identificadas como
Scinax nebulosus e Scinax constrictus, através da analise filogenética do género Scinax.
A analise filogenética pode nos mostrar que Scinax permanece com sua caracteristica
monofilética mantida em todos os marcadores analisados e em todas as analises. A
validade genética de S. constrictus e S. nebulosus também foi recuperada com valor de
suporte elevado. As distidncias genéticas obtidas nos trés marcadores indicam que S.
constrictus e S. nebulosus sdo espécies distintas. As analises moleculares ajudaram na
diferenciag¢do de populacdes diagnosticadas como S. constrictus e S. nebulosus, apesar
das semelhancas morfologicas de ambas as espécies. Além disso podemos sugerir através
de analises de divergéncia genética sugerir que S. nebulosus pode se apresentar como um
grupo de espécies cripticas devido as caracteristicas genéticas encontradas. A existéncia
de um mosaico de habitats heterogéneos pode explicar a divergéncia genética encontrada,

o que justifica a existéncia de espécies cripticas neste grupo.

PALAVRAS-CHAVE: Scinax, status taxondmico, filogenia, espécies cripticas e

marcadores moleculares.



ABSTRACT

The genus Scinax Wagler, 1830, belonging to the subfamily Scinaxinae, family Hylidae,
is represented by 126 species that occupy areas from Mexico, Argentina and Uruguay,
including Trinidad, Tobago and Santa Lucia. Resulting from high morphological
conservation and the continuous discovery of new non-originated species, the genus is
currently considered a taxonomic problem. A species of Scinax constrictus was found as
a distinct species from Scinax nebulosus, however without much morphological evidence.
Thus, we investigated the taxonomic status of populations identified as Scinax nebulosus
and Scinax constrictus, through the phylogenetic analysis of the genus Scinax.
Phylogenetic analysis can show us that Scinax remains with its monophyletic
characteristic maintained in all analyzed markers and in all analyzes. The genetic validity
of S. constrictus and S. nebulosus was also recovered with a high support value. The
genetic distances obtained in the three markers indicate that S. constrictus and S.
nebulosus are distinct species. Molecular analyzes helped to differentiate populations
diagnosed as S. constrictus and S. nebulosus, despite the morphological similarities of
both species. Furthermore, we can suggest, through genetic divergence analyzes, that S.
nebulosus may present itself as a group of cryptic species due to the genetic characteristics
found. The existence of a mosaic of heterogeneous habitats may explain the genetic
divergence found, which justifies the existence of cryptic species in this group.

KEY WORDS: Scinax, taxonomic status, phylogeny, cryptic species and molecular
markers.
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1. INTRODUCAO

Devido ao grande numero de espécies e a variagcdo morfoldgica, os anfibios anuros
apresentam relagdes filogenéticas ainda ndo completamente estabelecidas, sendo objeto
de estudo de vdrios trabalhos ao longo dos anos, provocando diversas mudancas
taxondmicas dentro dos grupos (Guayasamin et al., 2009, Soares, 2018).

Segundo Frost (2020), a ordem Anura possui atualmente mais de 7 mil espécies
identificadas. E um grupo de individuos com uma especializagdo no corpo para o salto,
sendo esta buma caracteristica esquelética muito evidente nos anuros. Os membros
posteriores € os musculos associados formam um sistema de alavanca para impulsionar o
animal, e especializacdes morfologicas estdo associadas a esse tipo de locomogao: as
pernas traseiras sdo alongadas com a tibia e a fibula fundidas (Lima et al., 2019).

A familia Hylidae ¢ uma das familias mais diversificadas e amplamente
distribuidas no mundo (Duellman et al., 2016), sendo constituida por sete subfamilias e
com distribui¢ao nas Américas, Australia/Papua-Nova Guiné e Eurasia, com 730 espécies
descritas (Frost, 2020). Os representantes desse grupo variam em tamanho, e geralmente
tém discos adesivos nas pontas dos dedos, que auxiliam na escalada (Faivovich et al.,
2005).

Tendo em vista essa grande diversidade entre os anuros, um dos principais
problemas na estimativa dessa diversidade sdo as espécies cripticas, ou seja, quando duas
ou mais espécies sdo tratadas como apenas uma, devido a similaridade morfologica
(Pfenninger & Schwenk, 2007). Para uma identificagdo adequada, a utilizacao de diversas
metodologias (morfologia, bioactstica, anatomia interna e dados moleculares), se tornam
imprescindiveis, pois a complexa biologia das espécies requer uma abordagem integrativa
(Dayrat, 2005; Padial & De la Riva, 2009).

Dados moleculares possuem um grande potencial na taxonomia, principalmente
marcadores padronizados como 16S e COI (Che et al., 2012; Funk et al., 2011). A
identificacdo das linhagens, permite posteriormente uma andlise mais detalhada de
morfologia, bioacustica, osteologia, etologia, resultando na descri¢do de novas espécies
(Elmer & Cannattela, 2008; Padial & De la Riva, 2009). Enquanto os genes nucleares

possibilitam caracterizar com maior confiabilidade o relacionamento filogenético entre
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diferentes niveis hierdrquicos, bem como langar mao de conceitos de espécies baseados

em linhagens (Gamble et al., 2008).

Duellman et al. (2016) fizeram uma andlise filogenética utilizando 19 genes em

503 taxons e seus resultados mostraram uma nova classificagdo possuindo 4 géneros com

133 espécies descritas e a definicdo de uma nova subfamilia, Scinaxinae (Figura 1).
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Figura 1: Arvore filogenética da familia Hylidae, incluindo subfamilias e géneros
através de uma analise de maxima verossimilhanca de 7 genes (CytB, CXCR4, H3A,
NCX1, POMC, RAGI, Rho, SAI, SLC8a3 e Tyr). Em destaque as novas subfamilias

descritas e os novos géneros descritos. Retirado de Duellman et al. (2016).

Dentro do género Scinax identificamos as espécies Scinax nebulosus e Scinax

constrictus com problemas na identificagdo taxonomica devido a grande semelhanga
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morfoldgica podendo apresentar-se como um complexo de espécies. Assim, nesta tese
pretendemos investigar o status taxondmico de populacdes dessas espécies, através da
analise filogenética do género Scinax, que corresponde ao primeiro artigo publicado na

revista Brazilian Journal of Biology.

E no segundo artigo, identificamos que S. nebulosus pode apresentar variagdes
interpopulacionais associadas a eventos climaticos do Plio-Pleistoceno, para isso,
testamos essa hipdtese utilizando dados moleculares, realizando uma andlise da
diversidade genética. Este artigo foi aceito para publicacdo na revista Anais da Academia

Brasileira de Ciéncias.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Anfibios anuros: Importancia biolégica e distribuicao

Os anfibios sdo um grupo que apresenta alta diversidade de espécies,
contabilizando aproximadamente 8. 168 espécies de anfibios descritos (Frost, 2020). Com
distribuicdo geografica ocorrendo em todos os continentes, exceto a Antartida. A maior
diversidade e abundéncia ocorrem nas regides de matas imidas neotropicais, tais como
as Florestas Amazonica e Atlantica. Sdo espécies dependentes da agua, principalmente
durante a estacdo reprodutiva, agregam-se em brejos, lagoas ou pogas temporarias durante
esse periodo de seus ciclos vitais estabelecendo suas assembleias (Nunes et al., 2012).

Com essa imensa riqueza de espécies neotropicais, a taxonomia de anuros,
principalmente em biomas brasileiros, necessita de estudos mais robustos, uma vez que,
muitos dos atuais complexos de espécies ainda sdo baseados, principalmente, em estudos
anteriores envolvendo poucos exemplares, com pouca cobertura das distribuicdes dos
taxons analisados e que em muitos casos foram delimitadas baseados em poucas
evidéncias morfoldgicas, levando muitos autores a propor que possivelmente o nlimero
de taxons reconhecidos ¢ bem menor do que a atual diversidade, além de incertezas
taxondmicas dentro de alguns grupos de espécies (Fouquet et al., 2007; Verdade &
Rodrigues 2007; Cruz et al., 2012; Gehara et al., 2013).

Os registros sobre a validade taxonomica de muitas espécies de anuros seguem
uma abordagem morfologica descritiva, geograficamente restrita a poucas e pequenas
areas, e nesse aspecto, variacdes em caracteristicas morfologicas qualitativas e

quantitativas sdo uteis em individuos poligenéticos por mostrarem uma plasticidade
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oculta em relagdo aos fatores ambientais (Lougheed et al., 2006). Estudos que
quantifiquem e entendam a distribuicdo espacial de caracteristicas bioldgicas, como as
proporg¢des do corpo, sao de ampla relevancia, uma vez que o tamanho do corpo € uma
caracteristica altamente variavel e que pode ser afetada por inimeros aspectos como a
idade, género, ambiente € a0 mesmo tempo por numerosas influéncias ecologicas e
evolutivas e, portanto, ¢ uma propriedade fundamental em qualquer tdxon por estar
intimamente correlacionado com sua historia de vida (Morrison & Hero, 2003; Nabil et
al, 2011).

Espécies com ampla distribui¢do geografica sdo modelos mais adequados de
comparagdes morfométricas em niveis interespecificos, por estarem expostas as diversas
condi¢des climaticas diferentes, estando sujeitas a diversos fatores que combinados
resultam em muitos dos diferentes tipos de fitofisionomias ou variagdes morfométricas

encontradas intra e interespécies (Morrison & Hero, 2003; Bidau et al., 2011).

2.2. Problematica da familia Hylidae Rafinesque, 1815

Dentre os anfibios anuros, a familia Hylidae Rafinesque, 1815 esta entre as mais
diversificadas e bem sucedidas que ocorrem em éreas da Europa, norte da Africa e da
Asia, América do Sul e Central, oeste da India, Australia e Nova Guiné (Salducci et al.,
2002; Duelmann et al., 2016). E constituida por aproximadamente 730 espécies,
agrupadas em sete subfamilias (Frost, 2020).

De natureza arboricola, os hilideos possuem cabe¢a e olhos grandes e
frequentemente membros alongados com cintura afinalada. Sdo extremamente variaveis
no tamanho, atingindo de 1,7 a 14 cm de comprimento. A aparéncia externa dos hilideos
também ¢ varidvel, porém a presenca de discos adesivos arredondados nas pontas dos
dedos € uma caracteristica comum descrita na maioria das espécies, o que os diferencia
facilmente das demais familias (Lima et al., 2006; Soares, 2018).

A familia Hylidae foi inicialmente dividida em quatros subfamilias:
Amphignathodontinae, Hemiphractinae, Hylinae e Phyllomedusinae por Duellman
(1970). Ap6s os estudos de Trueb (1974) observou-se grande similaridade entre os
individuos das subfamilias Amphignathodontinae e Hemiphractinae sugerindo, portanto,
que fossem incluidas em uma mesma subfamilia, a Hemiphractinae, reduzindo as

subfamilias a trés: Phyllomedusinae; Pelodryadinae e Hylinae (Figura 2). Nesta
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classificacdo a subfamilia Hylinae apresentou a maior quantidade de espécies dividida
em tribos: Cophomantini, Lophiohylini, Hylini e Dendropsophini (Faivovich et al., 2005).

Ap6s a revisdo da sistematica dos hilideos baseada em analises cladisticas
realizadas a partir de dados de sequenciamento de genes nucleares e mitocondriais a tribo

Cophomantini passou a abrigar os géneros Aplastodiscus, Bokermannohyla, Hyloscirtus,

Hypsiboas e Myersiohyla (Faivovich et al., 2005).

| Heleophrynidae, Limnodynastinae, Myobatrachinae
| Ranoidea

Brachycephalidae, Eleutherodactylinae,
Hemiphractinae

= Bufonidae, Ceratophryinae, Cycloramphinae,
Dendrobatidae, Leptodactylinae

I Pelodryadinae

Phyllomedusinae

South American |
clade

eaplojAH

South American |l
clade

aepllAiH

aeulAH

= South American/West Indian
= Casque-headed frogs

Middle American/Holarctic
clade

Figura 2: Hipdtese filogenética da familia Hylidae, proposta por Faivovich et al.
(2005). Consenso das quatro arvores mais parcimoniosas das subfamilias Hylidae, e os

quatro principais clados de Hylinae.
A tribo Dendropsophini passou a agrupar os géneros Dendropsophus, Lysapsus,
Pseudis, Scarthyla, Scinax, Sphaenorhynchus e Xenohyla. Contudo, revisdes moleculares

demostraram que o género Pseudis possui origem parafilética em relagdo ao género
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Lysapsus, portanto, os espécimes de Lysapsus foram sinonimizadas ao grupo Pseudis
(Aguiar Jr. et al., 2007).

A tribo Hylini contempla os géneros Acris, Duellmanohyla, Exerodonta, Hyla,
Plectrohyla, Pseudacris, Ptychohyla, Smilisca, Triprion, Bromeliohyla, Charadrahyla,
Ecnomiohyla, Isthmohyla, Megastomatohyla e Tlalocohyla (Smith et al., 2007; Faivovich
et al., 2005). Na tribo Lophiohylini, estdo os géneros Aparasphenodon, Argenteohyla,
Corythomantis, Itapotihyla, Nyctimantis, Osteopilus, Phyllodytes, Tepuihyla,
Osteocephalus e Trachycephalus.

Salducci et al., (2002), Salducci et al. (2005) e Frost et al. (2006) realizaram uma
andlise filogenética de Hilideos. Os dois primeiros utilizaram individuos da Guiana
Francesa, e o terceiro traz uma nova classificacdo taxondomica de anfibios combinando
sequéncias de DNA mitocondrial e genes nucleares. Salducci et al. (2005) analisaram
especificamente dois géneros da subfamilia Hylinae, Hyla e Scinax, através de genes
mitocondriais e nucleares, e Frost et al., (2006) utilizaram além de marcadores
moleculares dados morfoldgicos.

Wiens et al., (2006) reconstruiram a filogenia 124 espécies de Hilideos estimando
tempos de divergéncia e taxas de diversificacdo dos clados utilizando trés genes
mitocondriais e cinco genes nucleares, analisando hilideos da América do Sul e de regides
temperadas. Os resultados obtidos através desse estudo representam os mesmos clados
principais encontrados por Faivovich et al. (2005) e Wiens et al. (2005). Em 2010, Wiens
e colaboradores utilizaram na sua pesquisa 362 taxons de Hilideos, incluindo 70 tdxons
adicionais reconstruindo a filogenia com 11 genes (4 mitocondriais e 7 nucleares), com
isso através da andlise de Méaxima Verossimilhanca obtiveram a mesma organizacao
filogenética e bem suportada.

Recentemente a filogenia molecular da familia Hylidae foi revisada por Duellman
et al. (2016), apresentando uma nova classificagdo com novos géneros e subfamilias
baseada em 503 taxons em 19 genes. Atualmente Hylidae ¢ constituida por sete
subfamilias, 49 géneros e até a sua publicagdo, 676 espécies descritas.

Das subfamilias pertencentes a ela, Scinaxinae Duellman, Marion and Hedges
(2016) merece destaque, primeiramente por ter sido descrita recentemente e também dada
sua diversidade com 133 espécies, o que se faz uma interessante caracteristica para

investigacdo de monofiletismo dos tdxons atualmente reconhecidos e examinados, com
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base no arranjo taxondmico aceito recentemente (Figura 3). Com quatro géneros, dentre
estes 0 novo género Julianus e Scinax sendo o género tipo.

Nesta nova classificagdo foram realizadas analises de Maxima Verossimilhanga
com 19 genes de 503 taxons que finalizou com a descricdo desta nova subfamilia. A
familia Hylidae, recebe essa nova unidade taxondmica englobando quatro géneros, trés
destes com alto valor de suporte (97%) — Julianus, Ololygon e Scinax — e o género
Sphaenorhynchus com valor de suporte baixo (49%), tendo assim suas relagdes
equivocas. Ainda neste trabalho, espécies do grupo Catharinae que pertencia ao género

Scinax, passou a fazer parte do género Ololygon.

100

100 98 Sphaenorhynchus lacteus I
Sphaenorhynchus dorisae
Sphaenorhynchus orophilus Sp haen orhy nchus
78 Ololygon peixotoi
100 L Ololygon perpusilla

a7 L Ololygon favovichi
29 Ololygon catharinae Ololygon
7] Ololygon obtriangulata
98 Ololygon berthae

Julianus uruguayus l .

37 Scinax garbei Julianus
Scinax jolyi

Scinax proboscideus

97

Scinax rostratus

Scinax sugillatus
Scinax boulengeri

a7

Scinax nebulosus Scinax pedromedinae
Scinax quinquefasciatus
Scinax acuminatus

Scinax crospedospilus
Scinax squalirostris

Scinax staufferi

Scinax elaeachrous

67 - Scinax cruentommus
Scinax boesemani

Scinax fuscomarginatus

SCINAXINAE

Scinax

—————— Scinax duartei
S Sghax sinfis
Scinax hayil
100 Scinax x-signatus

100 Scinax ruber
13 82 Scinax nasicus
Scinax fuscovarius
Scinax ictericus
Scinax oreites
Scinax chiquitanus
100 Scinax funereus 4

to Cophomantinae 32

v to Phyllomedusidae, Pelodryadidae

Figura 3: Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga com destaque na
subfamilia Scinaxinae. Retirado de Duelmann et al., 2016.

2.3. Scinax Wagler, 1830: distribuicido e problematica taxondomica

Dentro desse contexto, o género Scinax Wagler, 1830 configura-se como um
grupo de taxonomia controversa, com a classificacdo duvidosa de alguns tdxons e varias
incertezas taxonOmicas resultantes do seu grande nimero de espécies cripticas, alta
variabilidade morfolédgica intraespecifica, que em muitos casos ocupam extensos espacos
ecoldgico-geograficos representando, na defini¢ao de Heyer & Reid (2003), ‘complexos’

de espécies.
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Wagler (1830) propos a criagdo do género Scinax baseado na andlise de trés
espécies: Hyla aurata Wied, 1821; Hyla varilosa Spix, 1824 e Hyla bipunctata Spix,
1824. Posteriormente, Dunn (1933) reconheceu quatro espécies na América Central do
genéro Hyla grupo rubra, o que mais tarde foi ampliado através de pesquisas realizadas
por Cochran (1955, 1970), Duellman (1970, 1972a), Lutz (1968, 1973), Melin (1941), e
Savage & Heyer (1967). Bokermann (1964) sugeriu uma relagdo do grupo H. catharinae

com o grupo de espécies H. rubra.

Duellman & Wiens (1992) revalidaram o género Scinax sugerindo trés
sinapomorfias que apoiaram o monofiletismo de Scinax agrupando quase todas as
espécies conhecidas em sete grupos de espécies (os grupos de Scinax rubra, S. rostrata,
S. catharinae, S. x-signata, S. perpusilla, S. rizibilis e S. Staufferi). Todas as espécies do
grupo x-signata foram transferidas para o grupo rubra, baseado na existéncia de
semelhancas na morfologia e vocalizagdes (Pombal & Haddad, 2005). Os autores
sugeriram, ainda, que as variacdes morfoldgicas, vocacionais e reprodutivas, indicam a

presenca de, pelo menos, dois grupos distintos dentro do atual género Scinax.

Faivovich (2002) em anélise cladistica, baseada em hipdteses filogenéticas e
caracteres morfologicos, propds a reorganizacdo do género, sugerindo que os grupos
denominados de rubra e staufferi seriam pobremente suportados. Dessa forma,
resumiram o género a dois clados somente: O clado catharinae que abrange todos os
representantes do grupo de S. catharinae, alguns individuos do grupo de S. staufferi
(Scinax agilis e Scinax berthae) e um Unico representante do grupo de S. perpusilla; e o
clado ruber, contendo todos os representantes do grupo de S. rostrata, do grupo de S.
rubra e trés espécies do grupo de S. staufferi (S. squalirostris, S. staufferi e S.

fuscomarginata) (Figura 4).
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Figura 4: Arvore consenso modificada de Faivovich, 2002 ilustrando a divisao do
género em dois Clados.

Embora o reconhecimento e a identificacdo das espécies ndo sejam simples, novas
espécies foram e sdo freqlientemente descritas. A maioria das espécies do grupo
catharinae ocorre no Brasil, com excecdo de S. berthae Barrio, 1962, que também
ocorrem em areas abertas da Argentina, Uruguai e Paraguai (Brusquetti & Lavilla 2006;
Carnaval & Moritz, 2008). No Brasil, espécies do grupo sdo distribuidas em manchas da

Floresta Atlantica e no Cerrado, especialmente em matas de galeria (Caramaschi &

Cardoso, 2006; Pombal et al.2010).

Faivovich et al. (2005) validaram a monofilia de Scinax com base em andlises
cladisticas usando dados moleculares e cinco sinapomorfias morfologicas. Nesse
trabalho, mantiveram os clados S. catharinae e S. ruber. No entanto, reforgcou a relacao

do grupo de S. perpusilla com o clado de S. catharinae, desfez os agrupamentos de S.
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rubra e de S. staufferi deixando 45 espécies ndo associadas a nenhum grupo dentro do
clado, e adicionou as espécies do grupo de S. uruguayus (Kolenc et al. 2004) ao clado

ruber.

Além disso, os resultados confirmaram que o género pode ser dividido em dois
clados: o primeiro formado por espécies endémicas da Mata Atlantica (S. catharinae) e o
segundo clado formado por espécies com ampla distribuicdo na regido Neotropical (S.
ruber) (Faivovich et al. 2005). No entanto, Scinax canastrensis (Cardoso & Haddad,
1982), Scinax centralis (Pombal & Bastos, 1996), Scinax luizotavioi (Caramaschi &
Kisteumacher, 1989), Scinax machadoi (Bokermann and Sazima, 1973), Scinax pombali
(Lourenco et al., 2013) e Scinax skaios, (Pombal et al., 2010) pertencentes ao clado S.
catharinae, ja foram descritas para o cerrado brasileiro, habitando florestas de galeria

(Cardoso & Pombal, 2010).

Ainda no estudo realizado por Faivovich et al (2005), foram descritas mais dez
espécies de Scinax, nove descritas para o clado ruber, S. cabralensis Drummond et al.,
2007, S. cretatus Nunes & Pombal, 2011, S. imbegue Nunes et al., 2012, S. iquitorum
Moravec et al., 2009, S. juncae Nunes & Pombal, 2010, S. rogerioi Pugliese et al., 2009,
S. tigrinus Nunes et al., 2010, S. tymbamirim Nunes et al., 2012 — e uma espécie incluida

no grupo rostratus — S. constrictus Lima et al., 2004.

O grupo de espécies de Scinax rostratus, um dos grupos incluidos no clado ruber
do género Scinax, foi reconhecido pela primeira vez por Duellman (1972b) sob o titulo
de Hyla rostrata. Este grupo era constituido por seis espécies (Hyla rostrata, H.
proboscidea, H. boulengeri, H. garbei, H. epacrorhina e H. egleri). Fouquette &
Delahoussaye (1977) julgaram o grupo de S. rostratus um agrupamento valido apoiado
no formato dos espermatozoides que possuiam, segundo eles, uma cabeca de didmetro
praticamente uniforme ao longo do comprimento, aparentando um aspecto ou formato
torpediforme ou de cigarro que diferia dos espermatozoides observados para os demais

grupos.

Scinax nebulosus ¢ uma espécie do clado ruber, grupo rostratus, que foi descrita
por Spix em 1824, sob a designagdo de Hyla nebulosa. Desde sua descricdo, a espécie foi

caracterizada e renomeada diversas vezes, sendo reconhecida como Hyla cynochepala
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para espécimes da Guiana (Duméril & Bibron, 1841); Hyla egleri para individuos
coletados em Belém-PA (Lutz, 1968); foi redescrita como Ololygon egleri (Fouquette &
Delahoussaye, 1977), bem como Ololygon nebulosus (Hoogmoed & Gruber, 1983) e
Scinax nebulosa (Duellman & Wiens, 1992); até o status atual definido sob o nome de
Scinax nebulosus (Kohler & Bohme, 1996). Este anuro com caracteristica arboricola se
distribui do sudeste da Venezuela, através das Guianas e da regido do baixo Amazonas
até Alagoas no nordeste do Brasil, com registros de ocorréncia também para a Amazonia

Boliviana (Duellman et al., 2016) (Figura 4).

Descrita recentemente por Lima, Bastos & Giaretta (2004), S. constrictus diverge
do restante do grupo, por conta de sua distribui¢do geografica atipica, que se sucede no
bioma Cerrado, principalmente, nos municipios de Palmeiras (localidade-tipo), Guapd,
Jussara, Mossamedes, Pirenopolis, Pontalina, Porangatu e Uirapuru, todos no Estado de

Goiés, além de Porto Alegre de Tocantins, no Estado do Tocantins (Figura 5).

Equador

Occurrence
@ Scinax constrictus
® Scinax nebulosus

0 100 200 300 400 km
—_
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Figura 5: Mapa de distribuicdo geografica das espécies S. nebulosus e S.
constrictus produzido com base em informagdes fornecidas pelo website amphibiaweb.
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2.4. Sistematica filogenética e o uso de marcadores moleculares para estudos

com anfibios anuros

A sistematica filogenética tem como objetivo explicar a diversidade da vida ao
descobrir relagdes evolutivas entre espécies (Grant et al., 2006). A partir dos resultados
destes estudos, € possivel investigar efeitos filogenéticos relacionados a evolucdo
taxondmica, sendo também muito importante na busca de conhecimento para
conservagdo das espécies bem como para subsidiar medidas efetivas para esta finalidade.

Com o advento da biologia molecular estudos filogenéticos com anuros passaram
a se tornar frequentes (Wiens et al., 2010; Pyron & Wiens, 2011), o que permite o uso de
extenso nimero de taxons em comparagdo as analises morfoldgicas, abrangendo niveis
cada vez mais amplos de classificagdo, como em Pyron & Wiens (2011).

Com relacdo a filogenia de Hylidae, houve progressos consideraveis. Faivovich
et al. (2005) apresentaram uma filogenia para 226 espécies de hilideos com base em cinco
genes nucleares e trés genes mitocondriais, € apresentaram uma classificacdo
extensivamente revisada para esta familia. Wiens et al. (2005) apresentaram uma
filogenia para 169 taxons de Hylidae, com base em um conjunto de dados sobrepostos de
taxons e caracteres a partir de dois genes nucleares, dois genes mitocondriais e dados
morfoldgicos. Através dos resultados obtidos, os seguintes arranjos foram propostos: (1)
as trés subfamilias de hilideos (Hylinae, Pelodryadinae, Phyllomedusinae), (2) um clado
consistindo Pelodryadinae e Phyllomedusinae, e (3) varios grandes clados geralmente nao
reconhecidos taxonomicamente, mas reconhecidos como tribos dentro Hylinae, por

Faivovich et al. (2005), dentre outros detalhados anteriormente.

Esta diversidade de anfibios anuros necessita de estudos robustos, uma vez que
muitos dos atuais complexos de espécies ainda sdo baseados em estudos envolvendo
poucos exemplares, com pouca cobertura das distribuicdes dos tdxons analisados e que
em muitos casos, tais espécies foram delimitadas baseadas em poucas evidéncias
morfoldgicas, levando muitos autores a supor que haja um nimero superestimado de
taxons reconhecidos e algumas incertezas taxonomicas (Fouquet et al., 2007; Verdade &

Rodrigues 2007; Cruz et al., 2012; Gehara et al., 2013).

Com o advento de técnicas moleculares associadas ao desenvolvimento de

programas computacionais, estudos utilizando sequenciamento de genes mitocondriais e
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nucleares (Bossuyt & Milinkovitch, 2000; Sé et al., 2005; Gvozdik et al., 2010; Faivovich
et al., 2010) e microssatélites (Hikosaka & Kawahara, 2004; Conte, 2009) vém ganhando
espaco crescente em discussdes sobre sistematica, taxonomia e biogeografia de diversas
espécies de anfibios. A utilizagdo dessas técnicas tem se mostrado muito eficiente para
detec¢do de espécies cripticas em populacdes de anuros, especialmente naquelas com
ampla area de distribuicdo e para as quais andlises morfologicas ndo apresentam

conclusdes significativas (Wynn & Heyer, 2001; Almeida et al., 2001).

O genoma mitocondrial (mtDNA) (Figura 6) compreende um conjunto de genes,
amplamente utilizados em uma série de estudos, como andlises filogenéticas,
filogeograficas e populacionais, em estudos para detectar linhagens evolutivas e
reconstruir relagdes filogenéticas. Estes também sdo utilizados para resolver genealogias
entre organismos estreitamente relacionados, uma vez que apresenta algumas vantagens
como a facilidade de isolamento em laboratorio, apresentar auséncia de recombinacao e

por apresentar rapida evolucao em comparacao ao DNA nuclear (Avise, 2000).

A taxa evolutiva das regides codificadoras do DNAmt, de acordo com estudos de
evolucdo molecular, ¢ cerca de quatro vezes maior do que as do DNA nuclear, podendo
este nimero chegar a 10 vezes em regides menos conservadas que acumulam
substitui¢des rapidamente e que ndo sdo codificantes, como por exemplo a regido
controle. E associados aos marcadores mitocondriais, a utilizacdo de regides variaveis no
genoma nuclear vem sendo amplamente adotada nesses tipos de estudos por serem

marcadores de contribui¢do biparental e de evolug¢do mais lenta (Peixoto et al., 2003).

27



Ragidio de controle
("d4oop”)

125 'ENA Citocromo b

Sub-unidades de NADH
7 Desidrogenases

[11 22 genes codificadores de tRNA | |
Sub-unidades de =
NADH {

B | 13 regides codificadoras de !
Desidrogenases ™~ | | proteinas

£,
\

[ Sub-unidades de
© T NADH

r e Desidrogenases

- = Citocromo oxidase

Sub-unidades de

Citocromo oxidase ATP sintase

Figura 6: Esquema representativo da organizacdo do genoma mitocondrial de

vertebrados. Fonte: http://www.infoescola.com/genetica/dna-mitocondrial/acessado em
16/10/2019.
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CAPITULO1

Identificacio do status taxondmico de Scinax nebulosus e Scinax constrictus
(Scinaxinae, Anura) com base em marcadores moleculares

Identification of the taxonomic status of Scinax nebulosus and Scinax constrictus (Scinaxinae,

Anura) based on molecular markers

Artigo publicado na revista Journal Brazilian of Biology (artigo em anexo)
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RESUMO

A validagdo de muitas espécies de anuros ¢ baseada em uma analise morfoldgica e
descritiva de um pequeno nimero de espécimes com uma distribuicdo geografica
limitada. O género Scinax Wagler, 1830 ¢ um grupo controverso com muitos taxons
duvidosos e incertezas taxonomicas devido ao grande ntimero de espécies cripticas. Um
exemplo sdo as espécies, Scinax constrictus (Lima, Bastos & Giaretta, 2004) e Scinax
nebulosus (Spix, 1824), que compartilham uma morfologia similar. Scinax constrictus é
restrito ao Cerrado brasileiro, enquanto S. nebulosus ¢ amplamente distribuido pelo Norte
da América do Sul. Apesar da validacdo de muitas espécies de anuros, a discriminacao
baseada apenas em caracteristicas morfologicas ¢ bastante dificil, devido a alta
morfologia conservadora de alguns grupos. Neste contexto, o presente estudo utiliza
genes mitocondriais e nucleares para fornecer um diagnodstico mais consistente e para
testar a validade de S. constrictus como uma espécie distinta de S. nebulosus, bem como
avaliar a posicdo destes taxons dentro do género Scinax. As topologias obtidas
confirmaram o status monofilético de Scinax com base em todos os marcadores

moleculares, em todas as abordagens analiticas, com altos niveis de suporte estatistico.

Palavras-chave: Anuros, espécies cripticas, filogenia, Scinax.
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ABSTRACT
The validation of many anuran species is based on a strictly descriptive, morphological
analysis of a small number of specimens with a limited geographic distribution. The
Scinax Wagler, 1830 genus is a controversial group with many doubtful taxa and
taxonomic uncertainties, due a high number of cryptic species. One example is the pair
of species Scinax constrictus (Lima, Bastos & Giaretta, 2004) and Scinax nebulosus
(Spix, 1824), which share a similar morphology. Scinax constrictus is restricted to the
Brazilian Cerrado savanna, while S. nebulosus is widely distributed throughout northern
South America. Despite the validation of many anuran species, discriminations based
only on morphological traits is quite difficult due to the high conservative morphology of
some groups. In this context, the present study uses mitochondrial and nuclear genes to
provide a more consistent diagnosis and test the validity of S. constrictus as a distinct
species from S. nebulosus, as well as evaluate the position of these taxa within the Scinax
genus. The topologies obtained herein uphold the monophyletic status of Scinax based on
all molecular markers assessed in this study, in all analytical approaches, with high levels

of statistical support.

Key words: Anurans, Cryptic species, Phylogeny, Scinax.
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1. INTRODUCAO

A sistemadtica filogenética busca evidéncias sobre as relacdes evolutivas entre as
espécies, a fim de compreender os padrdes de diversidade (Lourengo et al. 2015). Os
anfibios neotropicais sdo caracterizados por uma estruturacao filogeografica consideravel
e niveis profundos de divergéncia genética, que requerem muito tempo para a evolucao
das diferencas fenotipicas (Sé et al. 2014; Suk et al. 2019).

Os anfibios neotropicais apresentam caracteristicas morfologicas relativamente
conservadas e, em muitos casos, tracos diagnosticos confidveis sdo dificeis de identificar
(Nogueira et al. 2016), o que muitas vezes implica na existéncia de espécies cripticas, que
tém sido cada vez mais identificadas nos ltimos anos (Guarnizo et al. 2015; Pinto et al.
2019). Isso significa que a diversidade em nivel de espécie ¢ muito subestimada. Nesse
contexto, as analises moleculares podem ser extremamente Uteis para a identificacao de
variagoes cripticas em populagdes morfologicamente idénticas (Lima, 2011; Takazone,
2015; Bessa-Silva et al. 2016).

A familia Hylidae Rafinesque, 1815 ¢ um dos grupos de anuros mais diversos,
encontrados na Europa, norte da Africa e Asia, América do Sul e Central, oeste da India,
Australia ¢ Nova Guiné (Salducci et al., 2002). E atualmente uma das mais diversas
familias de anuros, compreendendo cerca de 735 espécies. Quase metade dessas espécies
(338 espécies em 27 géneros) sdo encontradas no Brasil (Frost et al., 2020).

Recentemente, Duellman et al. (2016) propds que o género Scinax Wagler, 1830
fosse excluido da subfamilia Hylinae e atribuido a uma nova subfamilia, Scinaxinae, que
contém 141 espécies descritas (Frost et al., 2020). Esta analise também apoiou um novo
arranjo para espécies pertencentes ao género Scinax, que eram originalmente
categorizadas em dois grupos, os clados Scinax ruber e Scinax catharinae. Nessa nova
classificagdo, todo o clado catharinae foi reclassificado no género Ololygon (Duellman
et al., 2016).

Apesar da revisdo de Duellman et al. (2016), a validade de alguns taxons e sua
posicdo no género Scinax permanecem sem solucdo. Scinax nebulosus Spix, 1824 e
Scinax constrictus Lima et al., 2004 fazem parte do grupo rostratus, bem como Scinax
rostratus Peters, 1863, Scinax boulengeri Cope, 1887, Scinax garbei Miranda-Ribeiro,
1926, Scinax kennedyi Pyburn, 1973, Scinax jolyi Lescure & Marty, 2000, Scinax

pedromedinae Henle, 1991, Scinax proboscideus Brongersma, 1933, e Scinax sugillatus
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Duellman, 1973. Scinax nebulosus é encontrado desde o sudeste da Venezuela, através
das Guianas e da baixa bacia amazonica até o estado de Alagoas, no nordeste do Brasil,
com alguns registros de ocorréncia para a Amazonia boliviana (Faivovich et al., 2005).
Scinax constrictus é encontrado exclusivamente em areas de cerrado do Cerrado, com
ampla distribuicdo no estado de Goiés.

Os caracteres diagnosticos tradicionalmente usados para identificar S. nebulosus
e S. constrictus sdo inadequados para a diferenciagdo confiavel dessas espécies, levando
ao status taxondmico incerto de alguns espécimes de populagdes historicamente
identificadas como pertencentes a uma das duas espécies. O uso crescente de dados
moleculares reforgou a natureza enigmatica da evolugdo da morfologia dos anfibios
(Menezes et al. 2016; Ferrao et al. 2016) e revitalizou o estudo da taxonomia. Muitos
grupos de anfibios sdo morfologicamente conservadores e isso, juntamente com seu alto
grau de convergéncia, resultou em inGimeras interpretagdes erroneas da filogenia dos
anuros quando baseadas exclusivamente em caracteristicas morfologicas (Bossuyt &
Milinkovitch, 2000; Guarnizo et al. 2015).

Como os caracteres morfoldgicos ndo sdo adequados para distinguir com seguranca
essas espécies, a validade genética de populagdes definidas como S. constrictus ou S.
nebulosus foi testada no presente estudo usando dados nucleares e mitocondriais, uma
vez que a falta de dados genéticos para essas espécies reforca a necessidade dessas

analises, permitindo avaliagdes sobre o arranjo das espécies dentro do género Scinax.

3. MATERIAL E METODOS
3.1.Coleta de amostras e procedimentos moleculares

Os espécimes de S. nebulosus e S. constrictus foram obtidos por meio de doagdes e
trocas com instituicdes cientificas, e novos espécimes também foram obtidos através de
coleta em campo (Figura 1, Tabela 1). Sua coleta foi autorizada pelo Instituto Chico
Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio), através da licenca permanente
nimero 52593-3. A amostragem abrange uma ampla variedade de localidades dentro da
distribuicdo geografica das espécies (Figura 1). As amostras foram complementadas pelas
sequéncias de outras espécies do género Scinax para inferéncia filogenética de acordo

com a nova classificacdo de Duellman et al., 2016, disponiveis no GenBank.
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A Scinax constrictus
@ Scinax nebulosus

0 500 1000 km

Figura 1: Locais de amostragem dos espécimes de S. nebulosus e S. constrictus
incluidos nas analises filogenéticas.

No caso das amostras recém-coletadas, as amostras de tecido muscular foram
extraidas dos membros posteriores e conservadas em alcool absoluto em microtubos de
1,5 ml. Os espécimes foram fixados em formalina a 10% e armazenados em etanol a 70%
e posteriormente catalogados e depositados no acervo cientifico da Universidade Federal

do Maranhao (UFMA).

Tabela 1: Origem das amostras e localidades das quais as amostras foram coletadas
para analise no presente estudo

Colecao/Local de Coleta Quantidade*

Cole¢do Herpetologica do Museu Paraense Emilio Goeldi 14 amostras
(MPEG)

Colegao Herpetologica da USP 16 amostras
Museu de Zoologia da USP (MZUSP) 15 amostras
Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ) 7 amostras
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Sdo Luis-MA 17 espécimes

Raposa-MA 12 espécimes
Mirador-MA 7 espécimes
Sdo Luis-APA do Itapiraco-MA lespécime
Parauapebas-PA 3 espécimes
Total 92 amostras

Pseudis paradoxa, foi utilizado como grupo externo, representando um género
hilideo intimamente relacionado com base nas filogenias recentes publicadas para o
género (Faivovich et al., 2005; Pyron e Wiens, 2011; Duellman et al., 2016). O DNA
genodmico foi isolado do tecido muscular usando um protocolo fenol-cloroférmio
modificado por Sambrook & Russel (2001). Como observou-se a amplificagdo negativa
de algumas amostras, foi aplicado um kit de purificagdo de DNA gendmico Wizard®,
usando o protocolo da cauda do mouse. A confirmac¢dao da extracio do DNA e a
determinagdo da quantificagdo e qualidade do material extraido foram baseadas em

ensaios de eletroforese em géis de agarose a 1%.
3.2.Amplificacdo e sequenciamento

Dois genes mitocondriais (16S rRNA e Citocromo Oxidase I (COI)) e o gene
nuclear Rodopsina (Rhod) foram analisados. Cada gene foi amplificado com um par de
primers. Os primers descritos por Palumbi et al. (1991) foram utilizados para a regido
168, L1987-5' GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC 3' e H2609-5'-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3'. No caso do COI, foram utilizados os primers
LCO-1490 5'GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3 e HCO-2198
STAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3' (Folmer et al., 1994) e, no caso da
Rodopsina, 0s primers consistiram em RhodlA 5.
ACCATGAACGGAACAGAAGGYCC 3 e Rhod1C 5'
CCAAGGGTAGCGAAGAARCCTTC 3, descrito por Bossuyt & Milinkovich (2000).

As reacdes de sequenciamento foram preparadas usando o kit ABI Dye

Terminator (Applied Biosystems), seguindo as recomendagdes do fabricante. Uma vez
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amplificadas, as amostras foram injetadas no sequenciador automatico ABI 3500XL,

resultando em um arquivo com sequéncias de bases e o cromatograma.

E importante ressaltar que, embora tenha sido feita extragdo o DNA gendmico de
todas as amostras e amplificado os trés marcadores, em alguns casos, as condig¢des das
amostras ou o armazenamento de tecidos alteraram a qualidade do DNA extraido, o que

refletiu na resolug¢do da amplificacao.
3.3.Analises filogenéticas

As sequéncias de DNA foram visualizadas usando o Codoncode 3.0
(Codoncode Corporation) e alinhadas no MAFFT (Katoh & Standley, 2013), seguidas de
inspecdo visual para detectar possiveis erros de identificacdo da base. Os loci variaveis
foram verificados usando o software MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), e os valores de

distancia genética também foram calculados usando este programa.

Duas inferéncias filogenéticas foram aplicadas, inferéncia bayesiana (BI),
através do software Mr. Bayes v.3.2 (Ronquist et al., 2012) e uma analise de maxima
verossimilhanga (ML), usando o programa PhyML v.3.0 (Guindon et al., 2010). O
modelo evolutivo mais adequado para cada banco de dados foi identificado usando o
jModeltest 2 (Darriba et al., 2012). Para a analise de ML, a confiabilidade de cada n¢ foi
estimada usando um procedimento nao paramétrico compreendendo 1000 repeticdes
(Felsenstein, 1985). A Inferéncia Bayesiana foi baseada na amostragem MCMC em
quatro séries simultadneas, cada uma com quatro cadeias com uma execucdo total de 10
milhdes de geragdes. As probabilidades bayesianas foram selecionadas com base em um
consenso de 60%. Como medida conservadora, 25% das arvores iniciais foram
descartadas. As pontuacdes de probabilidade de log foram plotadas no programa Tracer
v.1.5 (Rambaut & Drummond, 2009) para confirmar a validade do periodo inicial de
descarte das arvores usado no Sr. Bayes. As amostras restantes foram usadas para

construir as arvores utilizadas no presente estudo.

Como o numero de sequéncias obtidas para os diferentes marcadores
variou, os resultados foram apresentados de duas maneiras diferentes: (i) arvores génicas

mitocondriais e (ii) uma arvore combinando os genes 16S e Rodopsina. Neste ultimo
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caso, apenas amostras de S. constrictus e S. nebulosus nas quais os genes 16S e Rodopsina

foram amplificados foram incluidas nas andlises.

Inconsisténcias entre arvores génicas e analises de espécies baseadas em
multiplos loci sdo relativamente comuns em estudos evolutivos (Nichols, 2001). No
presente estudo, as reconstrucdes filogenéticas foram comparadas usando o software
BEAST v. 1.6.2 (Rambaut & Drummond, 2007), a fim de avaliar as relagdes entre as
amostras (*BEAST) (Heled & Drummond 2010). Foram realizadas execucdes de 80
milhdes de geragdes, com amostras sendo recuperadas a cada 10.000 geragdes, das quais
10% foram descartadas. As execugdes foram analisadas para possiveis cortes, utilizando
o Tracer v.1.6, disponivel no programa BEAST (Rambaut & Drummond, 2007), para
verificar se o Tamanho Efetivo da Amostra (ESS) era adequado, em todos os casos. Todas

as arvores geradas no presente estudo foram editadas no Figtree v.1.3.1.

4. RESULTADOS

O banco de dados incluiu 477 pares de bases (bps) para o gene 16S, 615 bps para COI
e 295 bps para Rodopsina. O banco de dados 16S + Rhod concatenado continha 772 bps.
A maior distancia genética foi registrada para o marcador COI (Tabela 2), com
divergéncia de 12,7% entre S. nebulosus e S. constrictus. No caso do gene 16S (Tabela
3), a divergéncia foi de 4,7%, enquanto no gene da rodopsina, a distdncia genética entre

as duas espécies foi de apenas 1% (Tabela 4).

37



6€

Y0 vTC0 €1C0 ved0 LTTO 8ETO SYCO LTCO vCTO LSTO ¥0€0 €8C0 NS
SET0 09C0 SYT0 C9C0 v9C0 C6C0 961°0 LECO 8STO SLTO LLTO IS
96T°0 ¥9T°0 6CC0 TSTO S9T0 €ITO 1€C0 9¢€T0 0I€0 08CT0 WIS
0CC’0 8¢C0 TSTO LI9TO ¥9C0 LCTO 60T0 ¥6C0 ¥9C0  AJS

€LT0 CTLTO 99T°0 8¢TO ¥CCTO 9810 S6C0 ¢STO  ®BUS

6L1°0 0810 C9C0 SITO I¥CO ISTO 6£T0  9BS

6L0°0 S€C0 6€C0 ¢9T0 LTTO TCTO  oIF

€970 8SCT0 0LTO0 CTSTO vETO =*1S

LeCO 6VC0 T1€°0 600 IBS

8VC0 C9T0 09T0 ®'m§

¢6C0 99T0 g

LTI°0 duS

bsg ewg nog 10§ wyS AJS BUS O0BS OIS YOS [BS BMS NI AuS 03§

“(smppudis-x -g) SxS ‘(sryso.pnbs
'§) bsg ‘(evsoppw -g) ewig ‘(201pdino ) NS ‘(snjrdsopadso.o -§) 1S ‘(smpurdivuiodsn Q) wys ‘(snrwarosnf §) AJS ‘(snoisvu -g) eug
‘(smppununop -g) oeS ‘(smp.apso. -§) 018§ ‘(1dpauudy fo -§) NFoS ‘(L237p “S) €S ‘(avpuvm -§) em§ ‘(4ogn. "g) nig ‘(snsomqau *q) u§ (SNoLSUOD
Xpu12g) 03§ :$AUINGIS SO 0BS sAVAASd Ip SOSIPYd SO O OU Iseq WO Xeurdg sAadsd op sared anud seINQUIS SLIOUBISI(] 7 B[AqRL



ov

¥1¢°0 68T°0 1T¢0 8610 6410 TT'0 9¢T0 ™S
vIT0 1ST'0 9¥T°'0 6410 LOTO 86T0  Yd3S

¢T'0 vO0T'0 LOT'0O 9ST'0 LSTO bis

¢0T'0 /[9T°'0 ¢LT'0 SLT'O Eems

¥ST'0 S9T°0 9T°0 19S

£8T°0 L6T0 43S

Ly0'0 03§

15§ sxs nis ads ouds  AJS ess nes  oss  ofs  nogs 0gs  wys  eus  Jes 0Js NS Yos bis  ems 195 105 05 aug

(stusoayonbs Q) bsg ‘(Laffnvys Q) 1SS ‘(snpudis-x °§) sx§ ‘(4oqn..
Q) NI ‘(voa.a.42d ~g) adS ‘(snaprosoqo.d -§) 01dg (snurearosny 'S) AJS ‘(10q4v3 Q) €3S ‘(2o1pduna “§) 3§ (snjrdsopadso.rd -§) 0198 ‘(1470L S)
o[g ‘(r123uapnoq *g) noqs ‘(Tuewasaoq 'S) 0qs ‘(smpurd.iowioosnf -§) wys ‘(snorsvu -§) vug ‘(smpununop -§) o0es ‘(snpn.so. °g) 01§ ‘(1dpauuay
Q) S ‘(snuvpnbiyo ) yog ‘(wn.iopnbi -q) big ‘(avpuvm -q) em§ (po4yo0avja ) 198 ‘(snjrdsopadso.s -§) 10§ ‘(Sn1oLYSUOI XDUIDS) OIS

‘(snsopngau ~g) AUS :SAIUINTIS SO OBS SA109dsd AP SOSIPOO SO "SY| OU 9SBQ WO ‘XBUIIS SA109dsa op sared o1uo seonguagd serouelsi(q ;¢ B[Oqe L,

0S¢0 I8C0 TIT0 T9T0O LETO OST'O VICO CCCO CCCO TYT0 OYC0 0¢CO LICO €LC0 0¢C0  SXS
9%T0 TTTO 1LT0 0£T0 #STO SSTO L9TO LITO €LTO SITO 61T0 ¥STO 6LT0 ¥9T0  bss

CIT0 vLTO S61°0 08T0 6£C0 €9C°0 €9C0 €9T0 €£€CT0 ¥CC0 CSTO0 80¢0 COE0 BUWS



[474

¢60'0 SLT'0 810

8€T'0 SST0

wi'o

€¢T0

8110

[44%4)

1A4N0]

010

91’0

414"

610

LT°0

6€T°0

SET'0

90T°0

91’0

o

810

wro

91’0

60C°0

6610

18T°0

910°0

8LT°0

o

L0T'0

910

€ET0

€110

2910

9€T’0

S9T°0

[44N]

6€T°0

90¢°0

v81°0

910

9T'0

TLT°0

€ST°0

442"

STT°0

9¢1'0

€0C°0

€870

691°0

€00

TLT°0

€V0°0

10

SYT0

SET'0

TET0

L6T°0

9810

18T°0

660°0

S9T°0

L60°0

6v1°0

LST'0

600

€110

LETO

vST0

9T'0

w@ro

L9T°0

vST0

SLT°0

810

¢LT0

S9T°0

8LT°0

110

SET0

810

8T0

9810

8810

£L9T°0

¥0C'0

691°0

L9T°0

9610

9410

691°0

€v10

wTo

6¢T°0

€0T°0

8¢T°0

80C°0

61T°0

6020

Eran}

LT0

€6T°0

€610

wro

641°0

680°0

[44N]

0

LT0

910

10

910

€0T°0

Eran}

S¢T0

1800

€110

SLT'0

¢T0

LT0

60C°0

110

LT0

LST0

4744

6v10

ST0

T€T0

9810

90¢’0

6TT°0

1ST0

o

69¢°0

€SC0

1ST°0

SLT°0

L8T°0

97’0

LETO

€C0

LTT0

S1C0

€110

£L9T°0

8810

6800

SET'0

80¢C°0

T€CO

9€T’0

€10

8700

SY1°0

€ST°0

10C°0

8¥1'0

69T1°0

6ST°0

€9T°0

S9T°0

910

VLT0

SST'0

1810

110

60C°0

SLT'0

910

6€C°0

9010

S¢T'0

TETO

112%¢

010

C¢ET0

LZT°0

SET'0

8ET'0

TET0

CET'0

8ST'0

SST'0

910

6€T°0

wT'0

€T1C0

ETo

YiTo

¢ST'0

6€T0

LET'O

SLT0

6TT°0

€LT0

rTo

¥ST°0

6ST°0

LST°0

215

LST'0

wrTo

6v1°0

81¢°0

180°0

600

SYT°0

LETO

SO0T'0

vT'0

L1T°0

SvT0

10

€vTo

€10

SvT0

60T°0

€IT°0

STT0

LETO

8¢¢0

6ST'0 8¥10

89T°0 €910

9810 STCO

9ST'0 9¢¢0

¢eET'0 9810

981’0 €IT°0

¥61°0 8810

9ST'0 €IT0

9€T'0 910

9v1'0 LSTO

9€T'0 £600

6LT0 V10

€81°0 861°0

€0C°0 TOCO

19T°0 6610

SST'0 9600

L6T°0 CTO

€v10

18T°0

€10

o

610

LTT0

L8T°0

LTT0

641°0

T9T°0

8600

SY1°0

L6T°0

€6T°0

661°0

9600

114%Y]

bss

IS

SXS

nis

adg

ouds

NS

e3s

nag

0425

ofs

nogs

ogs

wjs

eus

Jeg

04s



43



Tabela 4: Distancias genéticas entre pares de espécies Scinax, com base na Rodopsina.
Os codigos de espécies sdo os seguintes: Sne (S. nebulosus), Sco (Scinax constrictus),
Sru (S. ruber), Seu (S. eurydice), Sga (S. garbei), Sst (S. staufferi), Ssq (S. squalirostris),
Sna (S. nasicus), Stv (S. fuscovarius), Sbou (S. boulengeri), Sac (S. acuminatus).

Sne Sco Sru Sel Sga Sst Ssq Sna Sfv  Sbou
Sco 0.01
Sru  0.02 0.02
Sel 0.02 0.02 0.01
Sga 0.02 0.02 0.02 0.02
Sst  0.02 0.03 0.02 0.01 0.02
Ssq 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01
Sna 0.02 0.03 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01
Stv. 0.03 0.03 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Sbou 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.02
Sac 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 O 0.01 0.02 0.01

O mesmo modelo evolutivo foi selecionado pelo jModelTest 2 para os genes COI e

Rodopsina, e para o gene 16S foi selecionado um modelo diferente (Tabela 5). Como as

topologias recuperadas pelas duas abordagens analiticas (IB e ML) eram altamente

consistentes e muito semelhantes umas as outras, apenas as arvores de IB sdo

apresentadas aqui. As arvores ML podem ser fornecidas mediante solicitagdo.

Tabela 5: Modelos evolutivos utilizados para as reconstrucdes filogenéticas, aplicando os

métodos de Bl e ML.
AIC Evolutionary BIC Evolutionary
Mark —InL val ML/IB
AR model (ML) model (BI) nL values (ML/IB)
4014.5271/
+1+ ++
16S TIM2+1+G TIM2+1+G 40145271
6761.4570
+1+ +1+
COI TrN+I+G TIN+I+G 16761.4570
Rhod TIN+I+G TrNef+G 791.6834/798.3193
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Scinax se mostrou monofilético em todas as topologias derivadas de todos os
diferentes marcadores genéticos e em todas as abordagens analiticas. Em relago a arvore
filogenética de IB obtida para o marcador 16S, vérias espécies Scinax também formaram
grupos monofiléticos bem suportados. Nesta topologia, S. nebulosus e S. constrictus
formam um clado bem suportado, no qual ambas as espécies tendem a formar grupos
naturais (Figura 2). Espécimes mal identificados (rotulados como S. gr. nebulosus) foram
agrupados com S. nebulosus ou S. constrictus. Alguma estruturacio foi observada para
amostras de S. nebulosus. Espécimes do nordeste (Alagoas e Maranhao) e centro (Goias)
do Brasil foram separados com alto apoio das analises de IB (0,97) e ML (98%), assim
como os espécimes de duas porgdes do Cerrado central brasileiro, Mato Grosso e

Tocantins ( IB = 1,00, ML = 99%) e Mato Grosso sozinho (IB = 1,00, ML = 99%).
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1 [ Scinax crospedospilus KU495542

Scinax crospedospilus KU495541
Scinax nebulosus MA
Scinax nebulosus MA
Scinax nebulosus EF217514
Scinax (group) nebulosus
Scinax (group) nebulosus
Scinax (group) nebulosus
Scinax (group) nebulosus
Scinax (group) nebulosus
Scinax nebulosus AL
Scinax nebulosus AL
Scinax (group) nebulosus
098 Scinax constrictus TO
Scinax (group) nebulosus
Scinax (group) nebulosus
Scinax constrictus MS
Scinax constrictus MT
Scinax constrictus TO
Scinax nebulosus MT
Scinax nebulosus MT
Scinax acuminatus KJ004189
Scinax acuminatus KJ004189
Scinax acuminatus AY844739
Scinax (group) nebulosus
Scinax garbei AY326033
Scinax proboscideus EF376070
Scinax proboscideus EF217511
Scinax jolyi AF467261
Scinaz garbei DQ283030
0.9 085 ¢ Scinax kennedyi KP149408
Scinax kennedyi KP149321
11 Scinax rostratus KP149435
Scinax rostratus KP149284
Scinax boulengeri AY843755

1 Scinax (grupo) nebulosus
0.99 Scinax fuscomarginatus KJ004185
Scinax fuscomarginatus KJ004184
Scinax fuscomarginatus KJ004183
Scinax squalirostris KJ004187
_,I [ Scinax squalirostris KU495565
Scinax squalirostris KU495566
Scinax boesemani EU201090
Scinax boesemani EF217502
Scinax boesemani EU201089
Scinax boesemani EU201088
Scinax boesemani EF217503
1 r Scinax elaeochroa AY843757
__} Scinax elaeochroa EF376076
Scinax wandae KP149460
_| [ Scinax wandae KP149376
.98 Scinax staufferi AY843761
Scmax wandae KP149381
Scmax wandae KP149319

Scinax nasicus KJ004188

! Scinax nasicus JF790020

i 1 Scinax nasicus JF790018
; Scinax nasicus JF790019

Scinax nasicus JF790017

Scinax ruber KP149452

Scinax ruber KP149442

Scinax ruber KP149379

Scinax ruber KP149347

Scinax fuscovarius KU495559
Scinax fuscovarius KU495558
Scmax fuscovarius KU495557
Scinax fuscovarius KU495556

1 r Scinax x-signatus KU495578
Scinax x-signatus KU495577

Scinax cruentomma EF217509
Scinax cruentomma EF217508
Scinax cruentomma EF217507
Scinax cruentomma EF376075
Scinax cruentomma EF376074

Scinax cruentomma EU201093

Scmax perereca KU306387
Scinax perereca KU306385

Scmax perereca KU306386

Scinax iquitorum KU317398

Scinax iquitorum KU317397

11 Scinax chiquitanus KU317384

Scinax chiquitanus KU317382

Scinax eurydice KU495543

Scinax eurydice KU495544

Scinax eurydice KU495545

1

0.91

0.92

0.2



Figura 2: Arvore obtida a partir da analise do gene 16S com bootstrap significativo
nas analises de Bl e ML, respectivamente. Nome da espécie + comprovante GenBank. Os
nimeros nas ramificagdes representam os valores Bayesian (BI) e de bootstrap (ML),
respectivamente. Cada cor representa um clado monofilético. Os grupos externos e
grupos parafiléticos sdo mostrados em preto, com S. nebulosus em verde e S. constrictus
em vermelho.

Scinax constrictus aparece como uma espécie irma de S. nebulosus nas analises
de IB e ML. Achados semelhantes foram obtidos nas arvores de COI (Figura 10), nas
quais S. constrictus e S. nebulosus aparecem como espécies geneticamente distintas, com
altos valores de suporte para as analises filogenéticas (IB = 0,98, ML = 100%). Como nas
arvores 16S, a arvore de COI recuperou S. nebulosus como uma espécie polifilética,
formada por pelo menos trés grupos, com S. constrictus como um grupo irmao. Um grupo
continha a amostra de Roraima, o segundo grupo compreendeu as amostras de Mato

Grosso, enquanto o terceiro grupo incluiu as sequéncias de Alagoas, Para e Maranhao.
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4 Scinax eurydice KU494752
I 1 [ Scinax eurydice KU494751
Scinax eurydice KU494750

Scinax constrictus MT
Scinax nebulosus AL
Scinax nebulosus PA
Scinax nebulosus MA
Scinax nebulosus MA
Scinax nebulosus MT
Scinax nebulosus MT

Scinax nebulosus MT
Scinax nebulosus RR

1| Scinax cf kennedyi KP149224
1 Scinax cf kennedy KP149253
'y Scinax rostratus KP149089
Scinax rostratus KP149229

Scinax acuminatus KJ004281
Scinax wandae KP149179
Scinax wandae KP149127
Scinax wandae KP149225
Scinax wandae KP149250
Scinax squalirostris KJ004283
Scinax squalirostris KU494771
Scinax squalirostris KJ004283
Scinax squalirostris KU494772
Scinax squalirostris KU494774
Scinax squalirostris KU494770
Scinax squalirostris KU494773
Scinax ruber KP149149
Scinax ruber KP149100
Scinax ruber KP149124
Scinax ruber KP149099
Scinax ruber KP149243
Scinax ruber KP149177
Scinax ruber KP149236
Scinax nasicus KJ004280

Scinax fuscovarius JQ627329

Scinax fuscovarius JQ627317

225 099 | Scinax fuscovarius JQ627328
Scinax fuscovarius JQ627318
— 1 Scinax fuscovarius JQ627314

Scinax fuscovarius JQ627313
Scinax fuscovarius JQ627323
1 Scinax x-signatus KU494786
Scinax x-signatus KU494785
Scinax x-signatus KU494783
Scinax x-signatus KU494781
Scinax x-signatus KU494784
Scinax x-signatus KU494782
Scinax fuscomarginatus KJ004185
Scinax fuscomarginatus KJ004184
Scinax fuscomarginatus KJ004183
Scinax fuscomarginatus KJ004195
Scinax maderae KJ004279
Scinax maderae KJ004278
Scinax maderae KJ004277
Scinax maderae KJ004276
' r Scinax alter KT236275

1 Scinax alter KT236206
1 | Scinax crospedospilus KU494749

Scinax crospedospilus KU494748

02

Figura 3: Arvore obtida a partir da analise do gene COI com bootstrap
significativo nas andlises de BI e ML, respectivamente. Nome da espécie + comprovante
GenBank. Os nimeros nas ramificagdes representam os valores Bayesian (BI) e de
bootstrap (ML), respectivamente. Cada cor representa um clado monofilético. Os grupos
externos e grupos parafiléticos sdo mostrados em preto, S. nebulosus em verde e S.
constrictus em vermelho.

48



A arvore de espécies obtida do BEAST também indica que S. constrictus e S.
nebulosus sao linhagens genéticas separadas, com altos valores de suporte (1). A anélise,

no entanto, confirmou a estreita rela¢do filogenética entre as duas espécies (Figura 4).

Scinax fuscovarius

Scinax nasicus

Scinax squalirostris

0.99 i
Scinax elaeochroa

Scinax acuminatus

3 [ Scinax constrictus
1

Scinax nebulosus

Scinax garbei

Scinax boulengeri

0.02
Figura 4: Arvore de espécies para o género Scinax, com base nos dados

concatenados dos genes 16S e Rodopsina. Os valores localizados nos nos representam
probabilidades posteriores, com apenas valores iguais ou superiores a 0,99 mostrados.

5. DISCUSSAO

As distancias genéticas obtidas nos trés marcadores indicam que S. constrictus e S.
nebulosus sdo espécies distintas. O valor da divergéncia registrado para o gene COI foi
superior a 10%, um valor comparativamente alto para diferencas entre espécies de
anfibios (Vences et al., 2005a; Guarnizo et al. 2015). Essa diferenciagdo também foi
apoiada por marcadores mais conservadores utilizados em outros estudos (Nair et al.,

2012; Nogueira et al., 2016) e no presente estudo, ou seja, 16S e Rodopsina.

Com base em uma analise experimental, Vences et al. (2005b) concluiram que o gene
mitocondrial 16S rRNA atende aos pré-requisitos para um marcador universal de codigo
de barras de DNA para anfibios e pode ser superior as sequéncias de COI para a
identificacdo de clados de vertebrados. Este estudo observou que, enquanto o COI variou

consideravelmente em anfibios, o 16S foi altamente conservado nesses vertebrados. Os
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autores recomendam, assim, o uso do 16S como um marcador adicional para o coédigo de

barras do DNA de vertebrados.

Xia et al. (2012) também apoiam o uso do gene 16S rRNA para codigo de barras de
DNA de anfibios, uma vez que os autores indicaram que as distancias genéticas baseadas
no modelo de 2 parametros Kimura (K2P) revelaram que a distancia intraespecifica média
foi de 1,4% no gene COI, mas apenas 0,3% no rRNA 16S. O nivel de variagdo do 16S
rRNA obtido no presente estudo foi superior ao valor acima mencionado, indicando um
alto grau de variagdo genética entre as espécies estudadas, reforcando sua validade

taxondmica.

Desde a descrigdo de S. constrictus (Lima et al. 2004), muitos espécimes de ambas as
espécies tém sido dificeis de classificar de forma confiavel, dada a falta de precisao na
abordagem morfoldgica tradicional para diferenciacdo de tdxons. Em geral, os tdxons
com variagdes morfologicas incertas sdo considerados complexos de espécies, com
formas enigmaticas. Provavelmente este ¢ o caso de S. nebulosus e S. constrictus, que
apresentam altos niveis de diferenciacdo genética em formas morfologicamente
semelhantes. Nesses casos, a abordagem molecular ¢ essencial para a diferencia¢do
confiavel de espécies, como no caso do complexo de espécies Rhinella marina,
compreendendo linhagens distintas compostas por espécies enigmaticas (Bessa-Silva et

al. 2015).

Além de confirmar o género Scinax como um grupo monofilético, as topologias aqui
obtidas suportam a validagdo de S. constrictus e S. nebulosus como espécies distintas. A
maioria das amostras incongruentes foram espécimes recentemente designados para o
grupo S. nebulosus, provavelmente como consequéncia da definicdo morfologica ndo
confiavel das espécies. Scinax constrictus pode ser diferenciado de S. nebulosus por seu
tamanho menor, pela presenga de um retalho anal discreto no sexo masculino (ausente
em S. nebulosus) e pela presenca de uma fileira de pequenos tubérculos na margem
inferior da mandibula, ausentes ou indistinto em S. nebulosus (Lima et al. 2004). A
vocalizacdo de S. constrictus também ¢ bastante distinta em relacdo a frequéncia
dominante e ao numero de notas (Lima et al. 2004), embora essas caracteristicas variem
consideravelmente em S. nebulosus. Apesar desses diagndsticos, a analise de espécimes

anteriormente descritos como S. nebulosus ou S. constrictus indica que essas
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caracteristicas ndo sdo adequadas para a distingdo confiavel de espécies (Weber, L.N.

comunicacdo pessoal).

E, portanto, claro, que as analises morfologicas sio extremamente vulneraveis a
erros e identificagdo erronea de taxa, tornadas aparentes por ferramentas moleculares. As
distribuicdes geograficas de ambos os tdxons parecem apoiar o diagndstico molecular,
uma vez que S. constrictus parece estar restrito a savana do Cerrado no Brasil central,
enquanto S. nebulosus é mais amplamente distribuido e podendo até ser simpatrico a S.

constrictus.

Analises genéticas tém sido amplamente aplicadas para validar espécies de anuros
descritas com base em caracteristicas morfologicas. Bruschi et al. (2013), por exemplo,
avaliaram o status taxondmico de Phyllomedusa hypochondrialis (Anura, Hylidae,
Phyllomedusinae) aplicando dados citogenéticos e moleculares para diferenciar essa
espécie de Phyllomedusa azurea. Seus resultados contribuiram para a ampliagdo da area

geografica.

Anélises genéticas tém sido amplamente aplicadas para validar espécies de anuros
descritas com base em caracteristicas morfoldgicas. Bruschi et al. (2013), por exemplo,
avaliaram o status taxondmico de Phyllomedusa hypochondrialis (Anura, Hylidae,
Phyllomedusinae) aplicando dados citogenéticos e moleculares para diferenciar essa
espécie de Phyllomedusa azurea. Seus resultados contribuiram para a extensdo da faixa
geografica de P. hypochondrialis e confirmaram sua simpatria com P. azurea, uma vez
que a identificagdao incorreta das amostras parecia ter resultado em inconsisténcias na
definicdo original de distribui¢do geografica de P. azurea. No presente estudo, a analise
do gene 16S (Figura 9) indicou o agrupamento de espécimes de S. nebulosus e S.
constrictus com espécimes de S. constrictus atribuidos originalmente ao grupo nebulosus,
o que parece ser identificacdo incorreta das espécies. No caso de Phyllomedusa Bruschi
et al. (2013) e Scinax (presente estudo), analises moleculares indicaram claramente uma

posicao monofilética dentro da familia Hylidae.

Brusquetti et al. (2014) revisaram a taxonomia de Scinax fuscomarginatus (Lutz,
1925) e avaliaram espécies morfologicamente semelhantes exibindo taxonomia

controversa, como S. fuscumarginatus, S. parkeri, S. trilineatus, S. lutzorum e S. pusillus,
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por andlises moleculares, com clados parafiléticos sendo recuperados para S.
fuscomarginatus em comparagdo com as outras espécies, semelhante ao parafiletismo
entre S. nebulosus e S. constrictus relatado no presente estudo (Figuras 9 e 10). Duellman
et al. (2016) posteriormente redistribuiram as espécies Scinax e entre as espécies

analisadas por Brusquetti et al. (2014), apenas S. fuscomarginatus foi mantido no género.

Nas andlises filogenéticas e biogeograficas da familia Hylidae, Duellman et al.
(2016) propuseram grandes mudangas no arranjo do género Scinax, variando de uma nova
subfamilia a redistribuicdo de espécies. Scinax nebulosus e S. constrictus permaneceram
no género, e os resultados do presente estudo confirmam seu status como linhagens

validas do género Scinax.

Virias espécies descritas no género Scinax (Anura: Hylidae) requerem validagado
genética, e a aplicagdo de marcadores moleculares ndo apenas contribuiu para a
identificacdo de novas espécies, mas também na diferencia¢do de linhagens cripticas

(Nunes et al. , 2012; Lourenco et al., 2013; Sturaro et al., 2014; Nogueira et al., 2016).

A filogenia molecular de Fouquet et al. (2006) indica que o Scinax ruber,
encontrado na regido da Guiana Francesa, ¢ representado por seis linhagens divergentes.
A filogenia molecular obtida por Lourenco et al. (2013) confirmaram que os espécimes
Scinax coletados no Parque Nacional da Chapada dos Guimaraes, no Brasil central, que
sdo morfologicamente semelhantes as espécies do grupo S. catharinae (sensu Faivovich
et al. 2005), representam de fato um novo espécies. Nogueira et al. (2016) enfatizam a
necessidade de andlises comparativas adicionais entre essas espécies, integrando dados

morfoldgicos e bioacusticos.

Nesse contexto, muitos pesquisadores destacaram a importancia de uma abordagem
multipla, ou seja, integrar dados moleculares, morfologicos, bioacusticos e ecologicos,
nas avaliagdes taxondmicas de anuros, para facilitar a identificacdo das espécies (Padial
et al., 2014). No geral, andlises moleculares ajudaram na diferenciacdo de populacdes
diagnosticadas como S. constrictus e S. nebulosus, apesar das semelhancas morfologicas

de ambas as espécies.
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CAPITULO 11

Dados moleculares revelam multiplas linhagens de Scinax nebulosus (Spix,
1824) (Anura: Hylidae) com diversificacio Plio-Pleistoceno em diferentes regioes
brasileiras

Molecular data reveal multiple lineages of Scinax nebulosus (Spix, 1824) (Anura: Hylidae) with Plio-
Pleistocene diversification in different Brazilian regions

Artigo em anexo

Artigo aceito na revista Anais da Academia Brasileira de Ciéncias
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RESUMO

Para entender a historia dos animais, podemos comecar avaliando a complexidade do
bioma onde ocorrem. Neste estudo, utilizamos uma regido do genoma mitocondrial, o
rRNA 168, para avaliar a diferenciacdo genética em Scinax nebulosus juntamente com
sua distribuicdo geografica destacando importantes biomas brasileiros como Restinga,
Cerrado, Amazonia e Mata Atlantica. Foi observada uma divergéncia genética
geograficamente estruturada dentro da espécie S. nebulosus. Os valores do indice de
fixacdo (®st) e do Fst foram elevados e significativos em relagdo a esta estruturacao.
Além disso, a rede de hapldtipos corrobora com esses resultados apresentando um arranjo
de haplétipos encontrados ao separar as populacdes de S. nebulosus em dois grandes
grupos: Norte e Nordeste. As anélises de delimitacdo de linhagens indicam a ocorréncia
de varias linhagens com divergéncia principalmente entre as amostras do grupo Nordeste.
Assim, podemos sugerir que S. nebulosus pode se apresentar como um grupo de espécies
cripticas devido as caracteristicas genéticas encontradas. A existéncia de um mosaico de
habitats heterogéneos pode explicar a divergéncia genética encontrada, o que justifica a
existéncia de espécies cripticas neste grupo. No entanto, essa hipotese precisa de mais
detalhes em estudos moleculares, incluindo grandes tamanhos de amostra e outras

analises populacionais e demograficas.

Palavras-chave: Anuros, Biomas, Biologia molecular, Estrutura¢ao populacional.
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ABSTRACT

To understand the organism’s history, we can start assessing the complexity of the biome
where they occur. In this study, we used a region of the mitochondrial genome, the rRNA
16S, to evaluate the genetic differentiation in Scinax nebulosus along with its
geographical range highlighting important Brazilian biomes as Restinga, Cerrado,
Amazon, and Atlantic Forest. Geographically structured genetic divergence was observed
within the species S. nebulosus. The values of the fixation index (®@s) and the pairwise
Fst index were high and significant regarding this structuring. Besides, the haplotype
network corroborates these results with the haplotypes arrangement found by separating
the S. nebulosus populations in two major groups: North and Northeast. The lineage
delimitation analyses indicate the occurrence of several lineages with divergence mainly
between the samples from the Northeast group. Thus, we can suggest that S. nebulosus
may present itself as a group of cryptic species due to the genetic characteristics found.
The existence of a mosaic of heterogeneous habitats may explain the genetic divergence
found, which justifies the existence of cryptic species in this group. However, this
hypothesis needs more detail in molecular studies, including large sample sizes and other

population and demographic analyses.

Key words: Anurans, Biomes, Molecular biology, Population structuring.
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1. INTRODUCAO

O género Scinax Wagler, 1830 (Anura: Hylidae) foi incluido na subfamilia
Scinaxinae ap6s uma nova revisdo taxondmica e filogenética da familia Hylidae
(Duellman et al. 2016). O género compreende 126 espécies distribuidas por todo o
continente americano, ocorrendo do sul do México a Argentina, Uruguai, Trinidad e
Tobago e Santa Lucia (Nunes et al. 2012, Duellman et al. 2016, Frost 2020). A sua
ampla distribui¢do e diversidade estdo associadas a diferentes habitats onde estas
espécies podem ser encontradas, em areas abertas e de vegetacdo escassa, florestas
deciduas, semideciduais e ombrofilas, mata ciliar e mata ciliar (Faivovich 2002).

Algumas espécies de Scinax ainda ndo estdo bem definidas devido a
possibilidade de complexos cripticos entre elas (Fouquet et al. 2007, Ferrao et al. 2016,
2017), especialmente aquelas conhecidas como Scinax nebulosus (Spix, 1824). Desde a
sua descoberta, a espécie foi nomeada véarias vezes. Primeiramente, reconhecida como
Hyla egleri (Lutz, 1968) para espécimes coletados em Belém, Estado do Para (Lutz,
1968). Mais tarde, foi redescrito como Ololygon egleri (Fouquette & Delahoussaye
1977), depois O. nebulosus (Hoogmoed & Gruber 1983), depois S. nebulosa (Duellman
& Wiens 1992), até a atual designacdo de S. nebulosus (Kohler & Bohme 1996).

Scinax nebulosus apresenta estilo de vida arbéreo e ampla distribui¢do
geografica. E encontrado no Brasil, Bolivia, Guianas, Suriname e Venezuela. No Brasil,
¢ encontrado na Bacia Amazodnica, Centro-Oeste e Nordeste (Dias et al. 2015). Em geral,
a espécie estd associada a corpos d'dgua temporarios na floresta tropical. Também ¢
encontrada em 4reas abertas do Cerrado, bem como em habitats antropogénicos como
pastagens e jardins (La Marca et al. 2004, Dias et al. 2015). Essas associacdes podem
impulsionar a distribui¢@o de espécies com caracteristicas de mobilidade limitada, como
os anfibios (Lourenco et al. 2009, Sturaro & Peloso, 2014).

Lutz (1973) descreveu morfologicamente S. nebulosus como uma espécie com
grande nimero de glandulas em todo o dorso (na cabeca, palpebras superiores, margens
dos membros). No entanto, essas caracteristicas ndo sdo suficientes para diferenciar S.
nebulosus de outras espécies do género, como S. pedromedinae (Henle 1991) ocorrendo
na Amazonia brasileira e norte do Peru. Além disso, as comparagdes do registro de

vocalizagdo de S. nebulosus com outros congéneres simpatricos sugere a necessidade
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de uma avaliacdo cuidadosa do status taxonOmico desta espécie junto com sua
distribuicdo geografica (Lima et al. 2004).

No entanto, S. mebulosus ainda ¢ considerado uma espécie valida com
distribuicdo na regido central e norte da América do Sul (Dias et al. 2015). Em geral, os
organismos terrestres espalhados por esta area podem ter descontinuidades em sua
distribuicdo em resposta as mudancas climaticas e eventos geoldgicos que ocorreram
durante o Plio-Pleistoceno (Bell et al. 2012, Menezes et al. 2016).

Bell et al. (2012) investigaram como os refugios do Pleistoceno interferiram na
diferenciagdo genética em populacdes continentais e insulares, e o papel da
fragmentacdo florestal nessa diferenciacdo. Os eventos biogeograficos do Pleistoceno
tém sido tradicionalmente relacionados ao processo de estruturacdo populacional e
especiacdo de vertebrados (Avise et al. 1998). Menezes et al. (2016) avaliaram a
estrutura genética de Scinax eurydice (Bokermann, 1968) e observaram eventos de
segregacdo de linhagens que ocorreram no final do Plioceno ao Pleistoceno. As
flutuagdes climaticas do Pleistoceno desempenharam um papel fundamental na
distribuicao da diversidade ¢ endemismo nos biomas brasileiros. Para anfibios, essas
flutuacdes podem indicar novas linhagens abrangendo regides climaticas distintas.

A ampla distribuicdo geografica de S. nebulosus ¢ um tema constante de
discussdo, questionando a correta identificacdo das populagdes, que tem sido feita
apenas a partir de dados de vocalizacdo e morfologia (Duellman et al. 2016). Assim,
esta espécie pode apresentar variagdes interpopulacionais associadas a eventos
climaticos do Plio-Pleistoceno. Nesse contexto, testamos essa hipdtese utilizando dados
moleculares, realizando uma analise da diversidade genética de S. nebulosus a partir de
marcadores mitocondriais para aumentar o nivel de conhecimento sobre seu status

taxondmico.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Amostragem de amostras e extracio de DNA, PCR e sequenciamento
Os espécimes de S. nebulosus foram coletados em trabalho de campo e obtidos
através de trocas com colec¢des zoologicas, totalizando 52 espécimes analisados em 13
localidades (Figura 1, Tabela 1, Material Complementar). Apos a coleta retiramos

amostras de tecido muscular dos membros posteriores, colocadas em microtubos de 1,5
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ml e armazenadas em etanol 100%. Os espécimes foram fixados em solugdo de
formaldeido a 10%, armazenados em etanol 70%, e depositados no acervo herpetoldgico

da Universidade Federal do Maranhao (CHUFMA).
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Figura 1. Mapa de idenfiticagdo dos locais de origem dos espécimes Scinax
nebulosus usados neste estudo.

O isolamento do DNA gendmico seguiu o protocolo de Sambrook & Russell
(2001). Utilizamos o marcador rRNA 16S nas analises; realizamos amplificacdo por
PCR, utilizando os primers descritos por Palumbi et al. (1991): L1987-5'
GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC 3’ e H2609-5'-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3', sob as seguintes condi¢des de amplificacdo:
desnaturagdo inicial a 94 ° C por 5 min, 25 ciclosde 1 mina 94 °C, I minem 50 °C e
2 min a 72 ° C e extensdo final a 72 © C por 5 min. Ap6s a amplificagdo, as amostras
foram submetidas a reagdes de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator
(Applied Biosystems), seguindo as recomendagdes do fabricante, e entdo injetadas no

sequenciador automatico ABI 3500.
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2.2. Anailise de dados

As sequéncias foram alinhadas no BioEdit (Hall 1999) usando o alinhamento
automatico ClustalW (Thompson et al. 1994), seguido por inspecao visual para detectar
erros de identificacdo. Para estimar a variabilidade genética das possiveis populagdes,
os indices de diferenciacdo genética par a par (Fst), indice de fixacdo (®st), Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) e o nimero de haplétipos foram calculados no software
Arquelin v. 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). O indice de diversidade de haplétipos (h) e
a diversidade de nucleotideos (m) foram calculados no DnaSP v.5 (Librado & Rozas
2009). Testamos as hipdteses de neutralidade seletiva usando os testes D (Tajima 1989)
e a expansdo demografica por meio da estatistica Fs (Fu 1997).

Estimamos a distancia genética dentro e entre as populacdes no MEGA v. 7
(Kumar et al. 2016) usando o modelo evolutivo K2P (Kimura, 1980). Posteriormente, a
relacdo genealdgica entre haplotipos foi obtida por meio de uma rede de haplotipos
criada no software Haploviewer (Salzburger et al. 2011) usando o algoritmo de maxima
verossimilhanga determinado no jModelTest 2 (Darriba et al. 2012).

A arvore de inferéncia bayesiana foi construida no Mr. Bayers no CIPRES
Science Gateway (Miller et al. 2010). O modelo de substitui¢do de nucleotideos foi
escolhido a partir da anélise realizada no jModeltest2 (Darriba et al. 2012), em que o
GTR + G foi indicado como o melhor modelo para se ajustar ao conjunto de dados.
Como S. nebulosus apresenta diividas quanto a sua correta identificag@o e distribuicao
geografica, em que hd mais de uma espécie ou identificacdo incorreta de populacdes
com base em dados morfoldgicos e de vocalizacdo (Lima et al. 2004, Hoogmoed &
Avila-Pires 2011, Dias et al. 2015 ), escolhemos duas anélises usando distancia genética
para classificacdo e identificagdo de linhagem: Automatic Barcoding Gap Discovery
(ABGD) (Puillandre et al. 2012) e Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) (Pons
et al. 2006).

A andlise ABGD (Puillandre et al. 2012) foi realizada na interface web
(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html) seguindo as instrugdes,
conforme Ferrao et al. (2016), modelo de substituicdo de nucleotideo do parametro
Kimura 2 (K2P), dez passos, largura de gap de 1,0 e valor de divergéncia intraespecifica
de 0,03 (3%). Em geral, uma divergéncia de 3% no gene 16S em ras neotropicais, nesta

analise, ¢ recomendada para identificar diferentes linhagens (Vences et al. 2005,
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Fouquet et al. 2007). A analise GMYC (Pons et al. 2006) foi implementada no pacote
SPLITS no R (R Core Team 2019). Esta analise requer uma arvore genealdgica
ultramétrica, estimada em BEAST 2.3.6. (Bouckaret et al. 2014), disponivel em
CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010). Para obter a arvore genealdgica
ultramétrica, foi construido um relégio lognormal relaxado com taxa de substitui¢do de

0,00735 (Ferrao et al. 2016), com 50 milhdes de geragdes e burn-in de 10%.

3. RESULTADOS
As sequéncias do marcador rRNA 16S apresentaram 543 pb. A rede haplotipica
gerada (Figura 2) mostrou uma subestrutura da amostra em dois grandes grupos: Norte
e Nordeste. A presenca de haplotipos exclusivos corrobora a alta diversidade haplotipica
(h) e de nucleotideos (m) (Tabela 1). Os testes de neutralidade seletiva (Fs e D) nao
foram significativos para as populagdes amostradas. Populacdes de Alagoas e Goids
apresentaram apenas um haplotipo, o que ndo foi suficiente para fazer inferéncias de

quaisquer indices.

O

Figura 2. Rede de hapldtipos para populagdes de Scinax nebulosus. As cores
representam as seguintes populagdes: Branco: Maranhdo, Azul: Alagoas, Amarelo:
Para; Verde: Mato Grosso, Vermelho: Goias, Laranja: Rio Grande do Norte.
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Tabela 1: Indices de diversidade genética obtidos para o gene 16S de populacdes de
Scinax nebulosus usados no presente estudo. N = nlimero de individuos, Hap = niimero
de haplétipos, h = diversidade de haplétipos, © = diversidade de nucleotideos.

Populacio N Hap (h) (sd) () (sd) D Tajima Fs Fu

Para 7 4 0.809 (0.8 £0.1)  0.028 (0.006) 0.069 4.467

Mato Grosso 5 4 0.900 (0.8 £0.1) 0.018(0.007)  -1.239 1.537

Maranhéo 29 6 0.756 (0.8 £0.1)  0.003 (0.000) 0.499 0.018
Alagoas 2 1 - - - -

Rio Grande do Norte 7 2 0.285 (0.8 £0.1)  0.045 (0.007) -1.748 13.294
Goids 2 1 - - - -

Total 52 18  0.863 (0.8+0.1) 0.027 (0.003) -1.823 3.143

As distancias genéticas obtidas indicam a estrutura da amostra com alto indice
de divergéncia entre os grupos Norte e Nordeste, bem como a rede de haplotipos. As
maiores distdncias genéticas foram calculadas entre as amostras do Rio Grande do Norte
(RN) x Mato Grosso (MT), RN x Pard (PA) e RN x Goias (GO) (6,9%, 5,9% e 5,9% de
divergéncia, respectivamente), GO e MT (5,7%) e MT e Maranhdo (MA) (5,1%),
enquanto a distancia entre as amostras de Alagoas (AL) e MA foi de apenas 1% (Tabela
2). O Rio Grande do Norte apresentou maior distancia genética quando comparado a

MA e AL.

Tabela 2: Distincia genética estimada (distancia-p) para o gene 16S para populacdes de
Scinax nebulosus nos locais listados abaixo. PA = Para, MT = Mato Grosso, MA =
Maranhdo, AL = Alagoas, RN = Rio Grande do Norte, GO = Goias.

MA AL PA MT GO
MA
AL 0.010
PA 0.041 0.037
MT 0.051 0.046 0.048
GO 0.043 0.040 0.045 0.057
RN 0.028 0.032 0.059 0.069 0.059

Os resultados da AMOVA (Tabela 3) mostraram que a varidncia genética
acumulada entre os grupos foi maior do que dentro dos grupos. No entanto, uma

estrutura significativa (®@st = 0,62) foi observada na amostra. A comparacao dos valores
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de Fst (Tabela 4) manteve os valores elevados entre todos os pares populacionais, sendo

menores apenas entre as amostras de RN e as demais localidades.

Tabela 3: Valores de AMOVA de populagdes de Scinax nebulosus usados no presente

estudo.

MA AL PA MT GO
MA
AL 0.722
PA 0.761 0.363
MT 0.891 0.699 0.458
GO 0.938 1.000 0.534 0.780
RN 0.222 -0.070 0.314 0471 0.428

Tabela 4: Fst pareado estimado para o gene 16S para as populagdes de Scinax nebulosus
usadas no presente estudo. PA = Para, MT = Mato Grosso, MA = Maranhdo, AL =
Alagoas, RN = Rio Grande do Norte, GO = Goias.

Variacao % de variagao Dy
Dentro das 62.50 0.62503
populagdes

Entre as populagdes 37.50

As andlises de delimitagdo de linhagens indicam a ocorréncia das linhagens 7

(ABGD) e 12 (GMYC), com divergéncias principalmente entre as amostras do grupo
Nordeste (Figura 3). No ABGD, as amostras de AL, MA e RN sdo consideradas

pertencentes a uma Unica linhagem, enquanto o GMYC delimitou 4 linhagens para essas

amostras. Como S. nebulosus € um grupo com duvidas quanto a correta identificagdo e

distribuicdo e ndo possuimos dados morfolégicos ou vocalizagdo para comparar com

nossos resultados, optamos por seguir o resultado mais conservador dessas analises,

considerando que temos 7 linhagens. em nossa amostra.
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Figura 3. Arvore de inferéncia bayesiana para o gene 16S das popula¢des
amostradas de Scinax nebulosus. As barras pretas representam os resultados das analises
de delimitacdo de duas linhagens. Nimeros em ramos indicam valores de probabilidade

posteriores.

A andlise do relogio molecular (Figura 4) identificou que uma Unica amostra do

RN apresenta divergéncia de 8,7 Ma das demais e as amostras GO apresentam

divergéncia de 4,3 Ma. Dentre as demais amostras, identificamos uma separacao entre

Norte e Nordeste com grupos de 2,7 Ma, e dentro desses grupos, separagdes posteriores

mais recentes.
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Figura 4. Relogio molecular relaxado para o gene 16S das populagdes
amostradas de Scinax nebulosus.

4. DISCUSSAO

Scinax nebulosus ¢ uma espécie com ampla distribuicdo geogréfica, desde a
Venezuela a Guiana, Suriname, Bolivia e Brasil (Centro-Oeste, Norte e Nordeste) (Dias
et al. 2015, Frost 2020). Esta ampla distribuicdo geografica tem sido fonte de
controvérsia sobre a correta identificagdo das populacdes desta espécie, onde alguns
autores acreditam que as populacdes do nordeste do Brasil constituem uma espécie
diferente das populacdes do norte e oeste do Brasil e da Bolivia, com base em dados
morfologicos e de vocalizagdo (Lima et al. 2004, Hoogmoed & Avila-Pires 2011, Dias
et al. 2015).

Nossos resultados indicaram a ocorréncia de estruturagdo genética nas populacdes
amostradas, a partir desses dados também ¢ possivel inferir uma maior proximidade
genética dos individuos do Nordeste (MA, AL e RN) em relacdo as populacdes PA, GO

e MT. Isso corrobora a hipdtese de que os grupos Nordeste e Norte constituem espécies
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distintas. Sao Pedro (2014) realizando uma analise filogeografica de Phyllomedusa (=
Pithecopus) (Anura, Hylidae) com o objetivo de reconhecer as espécies cripticas, bem
como os elementos envolvidos nos processos de diversificacdo, observaram alta
diversidade haplotipica, alto indice Fst entre as linhagens, e os célculos da distancia
genética indicaram uma diferenga entre e dentro das linhagens, cujos resultados sdo
semelhantes aos encontrados no presente artigo.

Alta diversidade genética e estrutura populacional também foram encontradas em
outras espécies de anuros brasileiros como Proceratophrys boiei (Lynch 1971; Prado &
Pombal 2008) (Odontophrynidae) e Ischnocnema gr. ramagii (Boulenger, 1888)
(Brachycephalidae) no enclave das terras altas do Nordeste (Carnaval & Bates 2007);
espécies de Phyllomedusa gr. burmeisteri (Boulenger, 1882) (Phyllomedusidae) na
Mata Atlantica e nos Pampas brasileiros (Brunes et al. 2010), Rhinella gr. crucifer
(Wied-Neuwied, 1821) (Bufonidae) na Mata Atlantica (Thomé et al. 2010) e Hypsiboas
albopunctatus (Spix, 1824) (Hylidae) no Cerrado (Prado et al. 2012).

Brunes et al. (2014) e Sao Pedro (2014) destacam que a diferenciacdo genética
encontrada em diversos estudos sobre anuros tem sua origem relacionada a eventos
vicariantes ocorridos nos periodos Nedgeno e Quaternario, especificamente desde o
final do Plioceno e durante o Pleistoceno. A hipotese dos refugios do Pleistoceno,
proposta pela primeira vez para explicar a diversidade da Amazonia, atribui o processo
de especiagdo a dindmica do bioma de expansdo e retragdo durante o periodo de
transi¢ao Plio-Pleistoceno (Haffer 1969, Haffer & Prance 2002).

Embora esses eventos ndo sejam suficientes para explicar a estrutura entre as
populacdes de S. nebulosus, eles parecem ser a chave para explicar a diversificagdo
dessa espécie. Por isso Menezes et al. (2016), em uma analise de Scinax eurydice
(Bokermann, 1968) (Anura, Hylidae), utilizou dados moleculares para revelar a
diversificacdo do Plio-Pleistoceno proposta pela teoria dos refugios do Pleistoceno. S.
eurydice apresenta elevadas divergéncias genéticas nas linhagens analisadas e a
formacdo de dois grandes clados correspondentes aos grupos Nordeste e Sudeste
(Menezes et al.2016), assim como nossas populagdes de S. nebulosus também
apresentaram essa estrutura para os grupos Nordeste e Norte.

Bell et al. (2012) investigaram como os refigios do Pleistoceno influenciaram a

diversificacdo genética em algumas espécies do grupo Scinax perpusillus. Por meio da
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analise de marcadores mitocondriais, eles obtiveram linhagens estruturadas e alta
diversidade genética nas populacdes desta espécie. Segundo esses autores, essa estrutura
¢ explicada pela separagao das populacdes entre ilha e continente, por se tratar de um
fragmento de Mata Atlantica. Além disso, eles também enfatizam que essa barreira
filogeografica ndo ¢ conhecida, mas ocorre de forma consistente. Conforme apresentado
por Bell et al. (2012), ndo foi possivel identificar a barreira responsavel pela estruturagao
encontrada no presente estudo em S. nebulosus. Essas diferencas apenas demonstram
que a variacdo das espécies pode ocorrer em resposta a uma historia climatica
compartilhada e indicam que mais estudos sdo necessarios para compreender os papéis
dos refiigios do Pleistoceno e das barreiras biogeograficas na diversificagdo dos anfibios
anuros.

Assim, podemos sugerir a existéncia de um mosaico de habitats heterogéneos que
podem ser de grande importincia para as espécies de anuros, embora essa hipotese
necessite de maiores detalhes em estudos moleculares, incluindo grandes tamanhos de
amostra e outras analises populacionais e demograficas.

Além disso, os anfibios podem ter um interesse particular na investigacdo dos
processos de diversificacdo devido a uma tendéncia a apresentar uma forte estrutura
genética (Johns & Avise 1998), sendo assim considerados excelentes modelos em
estudos filogeograficos (Zeisset & Beebee 2008, Nuiiez et al. 2011 ) Além disso, eles
sd30 mais propensos a existéncia de espécies cripticas (Bickford et al. 2007, Fouquet et
al. 2007), como ja observado para alguns taxa no Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica

(Prado et al. 2012, Fouquet et al. al. 2013, Viega-Menoncello et al. 2014).
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6. CONCLUSAO

A metodologia dos marcadores moleculares ¢ Dbastante eficiente na
complementariedade de informacdes junto a dados morfologicos e de vocalizacdo na
descri¢do de novas espécies. Confirmamos através da reconstru¢do da filogenia do
género, que Scinax se apresenta como um grupo monofilético, validando S. constrictus e
S. nebulosus como espécies distintas.

Importante destacar que o 16S rRNA atendeu os requisitos para um marcador
universal de codigo de barras de DNA para anfibios conforme sugerido por Vences et al.
(2005b) e Xia et al. (2012), deste modo recomenda-se o uso deste como marcador
adicional para codigo de barras do DNA de vertebrados.

Além disso, identificamos também a ocorréncia de estruturacdo genética nas
populagdes amostradas de S. nebulosus, indicando que possam existir espécies distintas
entre o Nordeste e Norte do Brasil.

Hé uma indicacdo de que essa diferenciacdo tenha ocorrido no periodo de transi¢cdo
Plio-Pleistoceno, porém ¢ necessario que sejam realizados novos estudos e mais
aprofundados para explicar a estrutura entre as populagdes de S. nebulosus.

Por fim, sugerimos a existéncia de um mosaico de habitats heterogéneos que podem
ser de grande importancia para as espécies de anuros, embora essa hipdtese necessite de
maiores detalhes em estudos moleculares, incluindo uma amostragem abrangendo toda

distribuicdo da espécie e outras analises populacionais e demograficas.
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