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RESUMO

O conhecimento da biodiversidade é fundamental para melhor tomada de decisdes e a0 mesmo
tempo se esforca para promover a conservacdo das espécies. Assim, estudos que visam
compreender a diversidade das espécies sdo essenciais para a biologia da conservacao.
Dendropsophus é o género mais diverso dentro da familia Hylidae, com diversos estudos
apontando incertezas taxondmicas envolvendo o género. Com base num fragmento da
subunidade I da citocromo oxidase mitocondrial (COI) e andlises de delimitacdo de espécies
(GMYC, ABGD), revelamos uma diversidade subestimada de espécies na regido do baixo rio
Tocantins, no estado do Para, Brasil. As espécies candidatas ainda podem ser diferenciadas
morfologicamente dos demais congéneres. Serd novas amostragens e o uso de outros
marcadores moleculares como 0 16S rRNA, além de dados de vocalizacdo, para validar o status
de novas espécies.

Palavras-chave: Amaz6nia; biodiversidade; taxonomia; GMYC; hGMYC; ABGD.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento da biodiversidade de uma regido €é crucial para a tomada de decisGes
relativas a conservacao das especies (KASSAS, 2002; OLIVEIRA et al. 2017). Nesse sentido,
a taxonomia alfa desempenha um papel fundamental na descricéo e classificacdo das espécies,
reduzindo o déficit Linneano (BINI et al. 2006; HORTAL et al. 2015). Contudo, um dos
maiores desafios colocados na correta identificacdo de novas espécies € a existéncia de espécies
cripticas (PFENNINGER E SCHWENK 2007; DE SA et al. 2005; OLIVEIRA et al. 2020).

A morfologia conservada, também conhecida como estase morfologica, € comumente
encontrada em diversas espécies de ras, o que pode levar a erros taxondmicos (PFENNINGER
E SCHWENK, 2007). A morfologia conservada € um mecanismo evolutivo que mantém a
morfologia consistente entre espécies que vivem em ambientes semelhantes (SCHONROGGE
et al. 2002). Nas rds, a morfologia conservada resulta em varios problemas para 0s
taxonomistas, especialmente nos inventarios de ras, isso leva a listas de espéecies que incluem
tdxons com nomenclaturas incertas, como Dendropsophus sp., Dendropsophus cf. e
Dendropsophus aff. (BERNARDO et al. 2012; VAZ-SILVA et al. 2015; DA SILVA et al.
2020).

Estudos taxondmicos de anfibios neotropicais tém sido auxiliados pelo uso de
marcadores moleculares, que tém se tornado cada vez mais populares na descoberta de espécies
cripticas (GRENAT et al. 2002; ACEVEDO et al. 2016; BANG et al. 2020; GIARETTA et al.
2020) e nas descricBes de novas espéecies (VENCES et al. 2005; FOUQUET et al. 2007;
VIEITES et al. 2009; GEHARA et al. 2014; LYRA et al. 2017; OLIVEIRA et al. 2020;).

Valores de limiar interespecificos, como 3% para 16S rRNA e 6% para mtDNA da
subunidade I (COI) do citocromo oxidase, sdo considerados métricas taxondmicas Uteis (LYRA
et al. 2017). No entanto, estes valores ndo podem ser considerados isoladamente, uma vez que
outros tipos de evidéncias (por exemplo, vocalizacdo, distribuicdo geografica, ciclo de vida e
morfologia) também devem ser avaliado (PADIAL e De La Riva, 2009; PADIAL et al. 2010)
ao descrever novas espécies, que podem apresentar marcadores moleculares abaixo dos valores
limiares mencionados acima (DE ANDRADE et al. 2016; MANGIA et al. 2018).

O género Dendropsophus Fitzinger 1843, é o mais diverso da familia Hylidae Laurenti,
1758, com 108 espécies conhecidas (FROST 2023). Nos ultimos treze anos, 19 espécies foram
descritas, com taxa de mais de uma espécie por ano. O género é dividido em nove grupos de

espécies: Dendropsophus columbianus, D. garagoensis, D. labialis, D. leucophyllatus, D.
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marmoratus, D. microcephalus, D. minimus, D. minutus, e D. parviceps (FAIVOVICH et al.
2005). O grupo Dendropsophus microcephalus é o maior, com 38 espécies descritas (DIAS,
2019).

O estado do Para abriga 17 espécies de Dendropsophus , 0 que representa 15,7% de
todas as especies conhecidas do género e inclui oito espécies do grupo D. microcephalus: D.
anataliasi (BOKERMANN, 1972), D. cachimbo (NAPOLI e CARAMASCHI, 1999), D. cruzi
(POMBAL e BASTOS, 1998), D. leali (BOKERMANN , 1964), D. microcephalus (COPE,
1886), D. nanus (BOULENGER, 1889), D. walfordi (BOKERMANN, 1962) e D. ozzyi (Orrico,

Peloso, Sturaro, Da Silva, Neckel - Oliveira, Gordo, Faivovich, e Haddad, 2014).

Com base em dados moleculares (COlI mtDNA) e morfoldgicos, foi identificado uma
espécie candidata ndo confirmada que difere das demais espécies do género Dendropsohus,
habitando a margem esquerda do baixo rio Tocantins. Atualmente estd linhagem s6 foi

registrada na cidade de Bagre, Paré.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Apresentar possivel subestimacdo de uma espécie do género Dendropsophus (Anura, Hylidae)
do baixo rio Tocantins.

2.2 Objetivos Especificos
1. Mostrar as estimativas de delimitacdo de espécies do género Dendropsophus para a
regido do baixo rio Tocantins;
2. Realizar comparacbes de caracteristicas morfoldgicas entre espécies de

Dendropsophus.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

Em fevereiro de 2019 na Fazenda Uberlandia (2°59'38,10"S, 50°4'48,57"'W), localizada
ao sul da cidade de Bagre, baixo rio Tocantins, foram coletados 7 individuos identificados como
Dendropsophus spl. Os espécimes foram coletados por meio de busca ativa e auditiva
(CRUMP, 1994) e estavam localizados sobre palmeiras (Geonoma sp.) (Figura 4) ao longo de

um igarapé e dentro de uma densa floresta ombrofila em terra firme (IBGE, 2012).



Figura 1. Mapa de Dendropsophus na Amazodnia Oriental Brasileira. A estrela

representa a localizagdo que Dendropsophus spl foi encontrado. Os numeros
correspondem as localidades e espécies de Dendropsophus utilizadas neste estudo: 1)
D. berthalutzae (Séo Paulo, Brasil); (2) D. bifurcus (Equador); (3) D. brevifrons
(Equador); (4) D. decipiens (Sdo Paulo, Brasil); 5) D. koechlini e D. kamagarini (Peru);
6) D. leali (Colébmbia); 7) D. leucophyllatus (Apatou, Guiana Francesa); (8) D.
leucophyllatus (Tartaruga , Guiana Francesa); 9) D. leucophyllatus (Vaca, Guiana
Francesa); (10) D. rhodopeplus e D. marmoratus (Equador); 11) D. mathiassoni
(Orocue , Colémbia); 12) D. mathiassoni (Sabanalarga , Colémbia); 13) D. mathiassoni
(San Juan de Arama , Colémbia); 14) D. microcephalus (Colémbia); 15) D. microps
(Séo Paulo, Brasil); (16) D. minutus (Rio de Janeiro, Brasil); 17) D. nanus ( Maranh&o,
Brasil); (18) D. brevifrons e D. parviceps (Equador); (19) D. triangulum e D. reticulatus

(Peru); 20) D. sarayacuensis (Equador).
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3.2 Fixacédo do material

Os sapos coletados foram eutanasiados com aplicacdo na regido toraxica ou no coragao
de solucdo liquida de cloridrato de lidocaina a 2%, foram entéo fixados em formol a 10% e
transferidos para cole¢bes permanentes em etanol a 70%. Os individuos foram depositados na
Colecdo Adriano Giorgi do Laboratorio de Zoologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Para (UFPA) — Campus Altamira, Brasil. Antes da fixacdo, foram

coletados amostras de tecidos (musculo e figado) e armazenados em etanol absoluto.

As coletas de vouchers estavam estritamente em conformidade com as condicdes éticas
ditadas pelo Sistema de Autorizagdo e Informacdo sobre Biodiversidade (SISBIO), uma
autoridade ambiental brasileira. Espécimes voucher foram coletados com autorizacdo do
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio n° 32.401).

3.3 Analises moleculares

Para as analises moleculares, 0 DNA gen6mico total foi extraido utilizando o protocolo
CTAB a 2% (DOYLE E DOYLE, 1987). Seguidamente foi amplificado um fragmento de
mtDNA COI por PCR usando os iniciadores dgLCO 1490 forward e dgHCO 2198 reverso
(MEYER, 2003). Detalhes sobre as condi¢cGes de PCR e reacGes de sequenciamento estdo
disponiveis no Apéndice 1. As sequéncias foram alinhadas usando o algoritmo ClustalW
(THOMPSON et al. 1994) no BioEdit 7.2 (HALL, 1999).

Posteriormente, as sequéncias foram submetidas ao BLAST (ALTSCHUL et al. 1990)
para verificacdo e comparacdo com sequéncias disponiveis no GenBank®; eles foram entdo
GENverificados manualmente quanto a inser¢des / exclusdes e codons de parada usando uma
traducédo in silico no Geneious 8.1 (KEARSE et al. 2012). O banco de dados alinhado foi
editado manualmente e reduzido para 596 pb (pares de base). Em seguida, os conjuntos de
dados de sequéncia foram submetidos ao banco de dados GenBank ® (ver Tabela 1 para
nimeros de acesso). As sequéncias previamente publicadas foram recuperadas do banco de
dados GenBank ® e adicionadas ao conjunto de dados (Tabela 1), considerando apenas aquelas

com vouchers ou origem geografica informada.

Com base neste critério, foram adicionadas sequéncias parciais de COl de 19 espécies
congenéricas de ras: Dendropsophus brevifrons (DUELLMAN e CRUMP, 1974), D.
berthalutzae (BOKERMANN, 1962), D. bifurcus (ANDERSSON, 1945), D. decipiens (LUTZ,
1925), D. koechlini (DUELLMAN TRUEB, 1989), D. kamagarini (RIVADENEIRA, 2018) ,
D. leali (BOKERMANN , 1964), D. leucophyllatus (BEEIREIS , 1783), D. microps (PETERS,
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1872), D. minutus (PETERS, 1872), D. marmoratus (LAURENTI, 1768), D. mathiassoni
(COCHRAN e GOIN, 1970), D. microcephalus (COPE, 1886), D. nanus (BOULENGER,
1889), D. parviceps (BOULENGER, 1889), D. rhodopeplus (GUNTHER, 1858), D. reticulatus
(JIMENEZ DE LA ESPADA, 1870), D. sarayacuensis (SHREVE, 1935) e D. triangulum
(GUNTHER, 18609).

Tabela 1. Lista de sequéncias de Dendropsophus e grupos externos utilizados neste estudo.

GenBank  Especies Localidade Fonte

KP149185 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149254  D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149114 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149109 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149086 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149267 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149230 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149108 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149262 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149189 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149113 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149102 D. mathiassoni Colémbia Guarnizo et al. 2015
KU494418 D. nanus Brasil: Maranhdo Lyraetal. 2017
KU494417 D. nanus Brasil: Maranhdo Lyra et al. 2017
KY406603 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
KY406602 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
KY406598 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
KY406597 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
KY406595 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
KY406591 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
KY406583 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
KY406600 D. leucophyllatus Guiana Francesa Caminer et al. 2017
MT560829 Dendropsophus spl. Brasil: Para Presente estudo
MT560830 Dendropsophusspl. Brasil: Para Presente estudo
MT560831 Dendropsophusspl. Brasil: Para Presente estudo
MT560832 Dendropsophus spl. Brasil: Para Presente estudo
MT560833 Dendropsophus spl. Brasil: Para Presente estudo
KU494416 D. minutus Brasil: S&o Paulo Lyraetal. 2017
KU494415 D. minutus Brasil: Rio de Janeiro Lyraetal. 2017
KU494414 D. minutus Brasil: S&o Paulo Lyraetal. 2017
KP149218 D. microcephalus Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149199 D. microcephalus Colémbia Guarnizo et al. 2015
KP149173 D. microcephalus Colémbia Guarnizo et al. 2015
KY406684 D. brevifrons Equador Camino et al. 2017
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KY406683 D. brevifrons Equador Camino et al. 2017
KY406682 D. brevifron Equador Caminer et al. 2017
KY406672 D. bifurcado Equador Caminer et al. 2017
KY406671 D. bifurcado Equador Caminer et al. 2017
KU494410 D. decipiens Brasil: S&o Paulo Lyraetal. 2017
MGO041886 D. Kamagarini Peru Rivadeneira et al. 2018
MGO041889 D. Koechlini Peru Rivadeneira et al. 2018
MG030722 D. leali Colémbia Cruz- Piedrahita et al. 2018
MGO041891 D.marmoratus _ Equador Rivadeneira et al. 2018
KU494411 D. microps Brasil: S&o Paulo Lyraetal. 2017
MGO041882 D.parviceps _ Equador Rivadeneira et al. 2018
KY406643 D. reticulatus Peru Caminer et al. 2017
KY406646 D. reticulatus Peru Caminer et al. 2017
KY406690 D. rhodopeplus Equador Caminer et al. 2017
KY406670 D. sarayacuensis Equador Caminer et al. 2017
KY406665 D. triangulolum Peru Caminer et al. 2017
KU494408 D. berthalutzae Brasil: S&o Paulo Lyraetal. 2017
KU494497 Boana wavrini Brasil: Mato Grosso  Lyraet al. 2017

Uma vez concluido o banco de dados COI, primeiro inferimos filogenias para entender
a relacdo ancestral entre as espécies. As andlises filogenéticas foram realizadas usando a
abordagem de maxima verossimilhanca no RAXML 8.2.X (STAMATAKIS, 2014) devido ao
seu algoritmo de busca de arvores de méxima verossimilhanca eficiente e rapido que produz
arvores com pontuacdes de verossimilhanca confiaveis. Usamos um modelo GTR + G de
evolucdo de sequéncia, conforme recomendado pelo autor do programa no manual da versdo
8.2.X, para pesquisas Unicas em arvores completas de ML e 1.000 réplicas do algoritmo de
bootstrap rapido do RAXML para levar em conta a incerteza na estimativa da topologia
(STAMATAKIS et al. 2008). Uma arvore de biparti¢do foi obtida como arquivo de saida sem
descartar nenhuma das 1.000 réplicas. A topologia em arvore foi visualizada no FigTree 1.4.2
(RAMBAUT, 2014).

Como segunda abordagem para delimitacdo de espécies, implementamos uma
inferéncia filogenética Bayesiana utilizando BEAST 1.8.0 (DRUMMOND et al. 2012), sob
pardmetros que incluiram o modelo HKY+G de evolucdo molecular inferido em jModel Test
(POSADA, 2008), com um "modelo de relégio estrito” e especiagdo do "processo de
nascimento-morte™ como modelo de arvore. Os parametros restantes foram usados nas
configuracgdes padréo. Executamos duas execugdes independentes, cada uma com 10 milhdes

de topologias.
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Depois de verificar a convergéncia das duas execuc¢des no TRACER 1.6 (RAMBAUT
et al. 2014), nés as combinamos e subamostramos e gravamos as topologias para produzir um
conjunto de dados final de 10.000 topologias usando LOGCOMBINER (DRUMMOND E
RAMBAUT, 2007). Em seguida, usamos essas topologias para construir uma arvore de
credibilidade médxima no TREEANNOTATOR (DRUMMOND E RAMBAUT, 2007). Usamos
sequéncias de Boana wavrini como grupo externo para enraizar a arvore, conforme

recomendado por Peloso et al. (2016).

Em seguida, implementamos o método de descoberta de espécies de l6cus unico (SLSD)
para subdividir nosso conjunto de dados em supostos clusters semelhantes a espécies, seguindo
a abordagem intuitiva desenvolvida por Machado et al. (2008). Utilizamos a &rvore construida
no BEAST para delimitacdo de espécies por SLSD, usando trés métodos: o modelo coalescente
geral misto de Yule (GMYC) (FUJISAWA e BARRACLOUGH 2013) , a implementacéo
bayesiana deste modelo (bGMYC) (REID e CARSTENS 2012) e a descoberta automatica de
lacunas de codigo de barras (ABGD) (PUILLANDRE et al. 2012), calculando distancias “p”
entre todos os tdxons irmaos e espécies delimitadas usando as funcdes locMin e tclust , que
consiste numa otimizacdo de limite de distdncia SPIDER e abordagem de agrupamento
(BROWN et al. 2012).

As analises foram realizadas usando ape 5.0 (BROWN et al. 2012), phangorn 2.3.1
(SCHLIEP e PHANGORN, 2011), spider 1.5.0 (BROWN et al. 2012) e splits_1.0-19
(FUJISAWA e BARRACLOUGH, 2013) pacotes. Todas as analises foram realizadas no R
3.4.1 (TEAM, 2011). Os resultados foram visualizados em ggtree (YU et al. 2017). Finalmente,
a distancia média ndo corrigida entre pares (distancias-p) entre as espécies de Dendropsophus
foi calculada usando MEGA 6.0 (TAMURA et al. 2013).

3.4 Terminologia e dados morfologicos

Usamos o termo espécie candidata ndo confirmada (UCS) para um espécime que pode
representar uma espécie distinta, enquanto se aguarda uma revisdo morfologica completa
(VIEITES et al.2009).

As medidas morfométricas (todas em mm, Tabela 3) foram feitas com paquimetro
digital com precisdo de 0,01 mm junto com microscépio de dissecacao, conforme Duellman
(1970) e Heyer et al. (1990). Foram utilizadas as seguintes abreviaturas: CFC (comprimento
focinho a cloaca), CT (comprimento da tibia), LC (largura da cabeca), CCA (comprimento da
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cabeca), DIO (distancia interorbital), DIN (distancia internasal), DON (distancia olho a narina),
DO (didmetro do olho), DT (didmetro do timpano), DTD (diametro do terceiro dedo do pé),
DQD (diametro do quarto dedo do pé), CC (comprimento da coxa) e CP (comprimento do pe).
O sexo foi determinado pela observacgéo de caracteristicas sexuais como saco vocal e almofada
nupcial.
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A analise filogenética RaxML identificou espécimes de Dendropsophus sp1, da margem

esquerda do baixo rio Tocantins como um clado monofilético Gnico e bem suportado, sugerindo

uma linhagem distinta de outras espécies incluidas em Dendropsophus (bootstrap = 99%, Fig.

1). Aléem disso, o Dendropsophus mathiassoni colombiano foi caracterizado como espécie irma

(bootstrap = 99%). A distancia genética entre Dendropsophus spl e D. mathiassoni foi de 8,2%

(Tabela 2). A distancia genética entre os espécimes de Dendropsophus spl variou entre 0 e

0,3%.
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Figura 2. Arvore genética reconstruida através da analise de maxima verossimilhanca das

espécies de Dendropsophus do leste da Amazonia e outras espécies de Dendropsophus usando

um fragmento de COI (596 pb) e modelo evolutivo GTR + G. O asterisco abaixo dos nos

corresponde ao valor de bootstrap > 90%. Valores de bootstrap <89% foram omitidos da arvore.

A barra abaixo representa o nimero de substitui¢Ges por site.
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Tabela 2. Distancia genética (distancia p — COl mtDNA) em % entre as espécies de Dendropsophus analisadas neste estudo: 1) Dendropsophus
spl., 2) D. mathiassoni , 3) D. nanus , 4) D. rhodopeplus , 5) D. leucophyllatus , 6) D. reticulatus , 7) D. Triangulum , 8) D. microcephalus , 9)
D. minutus , 10) D. leali, 11) D. marmoratus , 12) D. microps , 13) D. sarayacuensis , 14) D. bifurcus , 15) D. berthalutzae , 16) D. kamagarini ,
17) D. decipiens , 18 ) D parviceps , 19) D. koechlini , e 20 ) D. brevifrons .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

8,2

141 13,8

156 164 17,4

17,0 19,2 176 19,7

17,1 185 17,3 184 116

171 178 16,8 18,2 14,0 131

17,3 16,7 16,8 155 194 179 205

175 16,6 19,1 196 183 159 18,7 18,3

10 175 187 176 187 116 28 131 185 16,0

11 178 17,1 185 19,7 192 201 178 19,7 191 205

12 186 196 170 178 17,7 178 180 174 194 184 187

13 18,7 198 19,0 20,7 182 176 175 194 195 172 195 18,0

14 191 181 179 194 168 168 16,8 18,1 19,7 17,0 19,2 1655 17,3

15 19,2 206 21,3 19,7 215 194 209 190 201 194 209 19,7 194 189

16 193 189 188 21,7 210 200 204 194 201 200 195 192 209 199 194

17 198 199 198 184 209 214 185 192 204 215 214 185 202 20,2 184 19,2

18 205 188 205 202 220 215 212 19,2 20,7 212 20,7 195 205 199 215 94 197

19 206 20,7 210 205 225 215 210 182 210 21,7 215 190 199 20,0 24,2 20,2 21,7 205
20 213 19,2 197 213 210 216 21,8 187 205 209 190 199 20,7 199 201 186 206 191 20,1

O©Coo~NooThwWwN -
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4.2 Delimitag&o de espécies

As estimativas pontuais para 0 SLSD das espécies de Dendropsophus variaram entre
um minimo de 20 espécies putativas (0GMYC) e um maximo de 24 espécies (LocMin), com
um numero intermedidrio de 22 para GMYC (Fig. 2). Das 20 espécies nominais de
Dendropsophus, 70% foram apoiadas como validas por congruéncia por todos os trés métodos,
10% foram apoiadas por dois métodos e 5% por um método. Apenas trés espécies nominais (D.
leali, D. reticulatus e D. minutus) ndo foram agrupadas/delimitadas por nenhum dos trés
métodos, seja porque mais de uma espécie foi encontrada pelos algoritmos sob 0 mesmo nome

Ou porque uma espécie teve mais de um nome.

A concordancia de todos os trés métodos confirma claramente o Dendropsophus sp1,
como uma linhagem bioldgica seguindo uma trajetdria evolutiva independente. Mais uma vez,
Dendropsophus spl foi estabelecido como grupo irméo de D. mathiassoni, sendo ambas as
espécies mais derivadas das espécies congenéricas analisadas no presente estudo.

A analise locMin teve um limite de divergéncia otimizado de 0,01380198 (distancia p)
para o conjunto de dados. A divergéncia intraespecifica das linhagens COI delimitadas por este

método variou entre 0% (D. bifurcus e D. leucophyllatus) e 8,2% (D. minutus).
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Figura 3. Arvore méaxima de credibilidade do clado de 10.000 arvores posteriores geradas
usando BEAST, mostrando diferentes hipdteses encontradas empregando o metodo Single-
locus Species-Discovery, com sequéncias COI de Dendropsophus spp. Os nds escuros acima
dos ramos representam valores de probabilidade posterior >0,95. As barras verticais
correspondem a cada linhagem como espécie potencial, considerando as delimitacGes pontuais
das espeécies pelos métodos LocMin (A), bGMYC (B) e GMYC (C).
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4.3 Comparacdo morfoldgica

Foram feitas comparacdes entre Dendropsophus spl (Tabela 3) e os seguintes grupos
de espécies presentes no estado do Para: D. microcephalus, D. leucophyllatus, D. parviceps, D.
marmoratus e D. minutus. O estado de carater das espécies comparadas é fornecido entre

colchetes.

Dendropsophus spl se distingue de D. mathiassoni por possuir um timpano pequeno e
indistinto [distinto] e regido loreal levemente concava [plana] (COCHRAN e GOIN, 1970);
distingue-se de D. microcephalus por possuir uma barra interorbital [ausente] e uma faixa que
vai de tras do olho até o meio do corpo, delimitada acima por uma faixa escura [faixa lateral
estreita, cobrindo apenas a area acima do timpano, delimitada acima por uma faixa branca]
(DUELLMAN e FOUQUETTE, 1968); de D. rhodopeplus por possuir focinho truncado na
vista dorsal e lateral [arredondado], membrana axilar presente [ausente] e almofada nupcial
presente na base do dedo | [ausente] (DUELLMAN, 1978 ) ; de D. leali devido a auséncia de
marca em forma de X em sua regido escapular [presente] (RODRIGUEZ e DUELLMAN,
1994); de D. cachimbo (NAPOLI e CARAMASCHI, 1999) devido ao fato de seu focinho ser
truncado na vista dorsal [focinho pontiagudo na vista dorsal] e auséncia de listras dorsais
longitudinais [listras dorsais longitudinais presentes] (NAPOLI e CARAMASCHI, 1999); de
D. minusculus (RIVERO, 1971) por apresentar iris avermelhada [amarelo dourado com
pequenas manchas pretas] e coloracdo dorsal alaranjada [branco prateado com pequenas
manchas pretas] (OUBOTER e JAIRAM, 2012); de D. nanus pela presenca de um timpano
pequeno e indistinto [timpano distinto]; de D. brevifrons porque possui membrana basal entre
os dedos | e 11 [ausente], com férmula de membrana 10 -1-110-1-1H0+-1+IV1+-0+
VI2-21113-211113-21V 2 - 1% V], e machos com faixa lateral [ausente]
(DUELLMAN e CRUMP, 1974); de D. counani (Fouquet, Orrico , Ernst, Blanc, Martinez,
Vacher , Rodrigues, Ouboter , Jairam e Ron, 2015), ja que sua férmula de membrana digital é
[11+-1+H0+-1+MM1+-1-1V[12--2-1121/2-2-1112+-2-1V],aformula da cinta
dodedodopéélO0-1-1H0-1-1H0+-1+IV1+-0+V[I212-21N1+-2-111+-2
+1V 2+ -1+ V], epor ter o dorso laranja em vida, e rosa em etanol [dorso marrom em vida,
cinza em etanol] (FOUQUET et al. 2015); de D. haraldschultzi (BOKERMANN, 1962) devido
a auséncia de glandulas conspicuas na parte posterior da cabeca [glandulas conspicuas na parte
posterior da cabeca] e auséncia de listras dorsais longitudinais [listras dorsais longitudinais
presentes] (MISSASSI et al. 2017); de D. leucophyllatus devido a auséncia de marca em forma

de U na regido da cabeca [presente] (DUELLMAN, 1974); de D. marmoratus por apresentar



25

abddmen claro e sem manchas [abdémen com manchas pretas sobre fundo branco]; de D.
melanargyreus (COPE, 1887) por apresentar dorso laranja a noite [marrom escuro a noite],
membrana basal clara [preta] e porcdo dorsal das coxas laranja sem listras [listras pretas] [55];
de D. rossalleni (GOIN, 1959) por ter a formula de membrana digital | 1 +-1+ 110+ -1+ 1l
1+-1-1V[II(2--2)-(2-3) Il (2-2 +)-(1.5-2) IV] e féormula de cinta de dedodopé 10-1 -1l
0-1-1M0+-1+1IV1+-0+V[I1+-21V1+-2111(1-15)-2IV (2-2 +)-(1-1,5) V] (DE
LA RIVA e DUELLMAN, 1997); de D. sarayacuaensis por ndo apresentar coloracdo dorsal

alaranjada [area dorsal com manchas marrons escuras e claras] e porque 0os machos possuem
um CFC menor, variando de 17,5 — 19,9 mm [24 — 29 mm] (RODRIGUEZ e DUELLMAN,
1994); e de D. triangulum ja que seu CFC é 17,5—19,9 mm [SVL 28,5 —30 mm] e a rede basal
é de cor clara [rede basal vermelha] (RODRIGUEZ e DUELLMAN, 1994).

Figura 4. Coloragéo de Dendropsophus spl vivo.
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Tabela 3. Medicdo de todos os individuos Dendropsophus spl deste estudo. CFC (Comprimento focinho a cloaca); CT (Comprimento da Tibia);
LC (largura da cabeca); CCA (Comprimento da Cabeca); DIO (Distancia Interorbital); DIN (Distancia Internasal); DON (Distancia do olho a
narina); DO (Diametro do olho); DT (Diametro do Timpano); DTD (diametro do terceiro dedo do pé); DQD (diametro do quarto dedo do pé); CC

(comprimento da coxa); CP (comprimento do pé).

Espécies Colecio CFC CT LC CCA DIO DIN DON DO DT DTD DQD CC CP
Dendropsophus spl VHBO08 18,8 10,2 65 5,8 25 12 14 2,1 081 44 58 91 77
Dendropsophus spl VHB 011 199 10,9 66 51 27 11 16 21 089 49 64 99 79
Dendropsophus spl VHB 013 189 10,6 65 58 27 12 16 22 091 47 6 94 709
Dendropsophus spl VHB 015 189 10,1 64 56 25 1,2 17 24 091 4 42 91 79
Dendropsophus spl VHB 016 17,5 99 6,1 5 27 12 1,7 23 087 47 64 83 8
Dendropsophus spl VHB 017 17,7 9,7 61 6 27 11 15 2 091 4.2 6,1 8,8 7,7
Dendropsophus spl VHB 018 19,3 10,2 66 61 27 12 17 25 087 48 55 94 77




27

5. DISCUSSAO

A subestimacdo da diversidade de espécies de anuros € uma realidade em todas as
regides da Amazonia (LAVOUE et al. 2011; FOUQUET et al. 2007; DASGUPTA et al. 2013;
OLIVEIRA e COLS, 2020). Na Amazonia oriental, a descricdo de novas espécies de ras revelou
altos niveis de diversidade, especialmente dentro de espécies cripticas (OLIVEIRA et al. 2017;
OLIVEIRA e HERNANDEZ- RUZ 2017; OLIVEIRA et al. 2019; OLIVEIRA et al. 2020); isso
representa um problema sério para a taxonomia de sapos (PFENNINGER e SCHWENK 2007;
BICKFORD et al. 2007). Na literatura é constatado que a curva de acumulacao de espécies de
Dendropsophus esta longe de alcancar estabilidade (Fig. 5). Portanto, tratamos este grupo como
sub-investigado e esperamos que abordagens taxondmicas modernas e pesquisas de campo

revelem a diversidade oculta.
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30
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Figura 5. Curva de acumulacdo de espécies descritas de Dendropsophus segundo FROST
(2020).
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Atualmente, Dendropsophus spl (UCS) s6 foi encontrado em areas de floresta primaria,
associadas a igarapés cercados por vegetacdo de palmeiras (Fig.4). As analises genéticas
resultantes deste trabalho destacaram que Dendropsophus mathiassoni localizado na colémbia
possui a menor distancia genética do UCS (8,2%) que foi coletado na cidade de Bagre, Baixo
rio Tocantins no Para (Figura 1). Estd informacdo corrobora com nossa analise, pois, esse
grande intervalo de espaco apresenta varias barreiras geograficas que reforcam a distincéo e

separacdo do UCS dessas espécies geneticamente mais proximas.

As abordagens que utilizam métodos de delimitacdo de espécies para ras estdo a tornar-
se cada vez mais criticas na resolucdo de questdes taxonémicas (WIENS, 2007; FOUQUET et
al. 2014; ZACHOS, 2016; CORREA et al. 2017; DOMINGOS, 2017; GALEN et al. 2018;
OLIVEIRA e COLS, 2019). A presenca de um timpano pequeno ou indistinto representa uma
das caracteristicas morfoldgicas utilizadas para diferenciar o UCS (Dendropsophus spl) de
Dendropsophus mathiassoni (considerado sua espécie irmd) e D. nanus, ambos em estreita
proximidade genética com o UCS. Além dessa caracteristica morfoldgica que diferencia o UCS
de espécies filogeneticamente mais préximas, esta Gltima é apoiada por todos os trés métodos
moleculares empregados (GMYC, bGMYC e locMin), o que confere maior robustez a nossa
interpretacdo dos dados.

Dendropsophus leali (nimero de acesso GenBank® MG030722) da cidade de Leticia,
Departamento do Amazonas, Colémbia, e D. reticullatus (nGmero de acesso GenBank®
KY406643) de Loreto, Peru, foram considerados como sendo a mesma espécie pelos métodos
locMin e GMYC. Enquanto isso, 0s mesmos métodos identificaram outro individuo de D.
reticullatus (numero de acesso GenBank® KY406646) do Departamento de Loreto, Peru, como
uma espécie diferente dos dois primeiros. Apenas 0 bGMYC identificou D. leali e D.
reticullatus como sendo a mesma espécie. Todos os trés métodos identificaram um individuo
de D. minutus (numero de acesso do GenBank® KU494416) do Estado de S&o Paulo como
sendo diferente de outros encontrados neste estado (numero de acesso do GenBank®
KU494414) e Rio de Janeiro (nimero de acesso do GenBank® KU494415). Um estudo anterior
revelou mais de uma espécie criptica identificada como Dendropsophus minutus (Kaplan
1991). Nossos dados corroboram a hipotese que a diversidade criptica é prejudicada pelo nome
D. minutus e exigem estudos mais aprofundados para esclarecer as incertezas taxonémicas deste

grupo multidiverso de anfibios.
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Numa altura em que o declinio das populagdes e espécies de anfibios esta a ocorrer em
todo o mundo, devido em parte & fragmentacdo do habitat, & desflorestacdo e aos fungos
parasitas (STUART et al. 2004; BERNARDE e MACEDO 2008; PALMEIRIM et al. 2017; DA
SILVA FROIS et al. 2018), a descricdo de novas espécies € de vital importancia para os esforcos
de conservagdo (BICKFORD et al. 2007). A sensibilidade das rés as alteragdes ambientais
(TOLEDO, 2009) realca a importancia de estudos relativos ao estado das populacdes das
espécies e as medidas de conservacdo, uma vez que sdo encontradas em areas sob gestdo

florestal.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir da andlise filogenética o estudo determinou os espécimes de Dendropsophus
spl, como grupo monofilético ndo se encaixando em nenhum dos outros grupos de individuos
e sugerindo ser uma espécie distinta, além disso, tendo como espécie mais proxima o
Dendropsophus mathiassoni colombiano com distancia de 8,2%, refor¢ando a sugestdo de

distingdo de espécie.

As estimativas de delimitacdo de espécies confirmaram nos trés métodos o
Dendropsophus spl, que a linhagem bioldgica estd seguindo uma trajetoria evolutiva
independente, corroborando com as afirmacdes citadas anteriormente e embasando ainda mais
as afirmacdes, além disso, os métodos de delimitacdo apontaram divergéncias em outros grupos
de Dendropsophus, como, Dendropsophus leali (Coldmbia) e D. reticullatus (Peru) foram
considerados a mesma espécie por dois dos métodos e um individuo de D. minutus que foi

considerado pelos trés métodos como uma espécie diferente dos outros do mesmo grupo.

As comparagdes morfoldgicas feitas no estudo também serviram como embasamento
para diferenciar o Dendropsophus spl (USC) dos demais, tendo como principal resultado a
diferenga no timpano do Dendropsophus spl em relacdo ao D. mathiassoni e o D. nanus, ja

que, os dois detém a menor distancia genética com o USC.

Devido a falta de informacGes, como vocalizacdo e analise molecular com sequéncias
16S, os dados atuais permanecem insuficientes para uma classificacdo completa do UCS do
nosso estudo. Assim, para descrever com precisao esta nova espécie, novas amostragens devem
ser realizadas em areas proximas, além de analises genéticas com sequéncias 16s e analises de

bioacustica.
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APENDICE 1
Detalhes do PCR (COI)

A amplificacdo foi realizada nas seguintes condi¢Ges: 3 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de
30s a 95°C, 30s a 53°C, 40s a 72°C e uma extensé&o final de 7 min. os 72°C. O volume final da
reacdo de PCR foi de 15 pL e continha 7,1 pL de ddH 2 O, 1,6 pL de 25 mM MgCl 2, 1,25 pL
de dNTPs 10 mM (2,5 mM cada dNTP), 1,25 pL de tampao 10x (75 mM Tris HCI, 50 mM
KCl, 20 mM (NH 4 2 SO 4), 1,5 pL do primer LCO 1490 (5-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTG-3) e HCO 2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) ( Folmer et al., 1994), 0,3 uL de 1 U Taq
DNA Polimerase e 1 pL de DNA (30 — 50 ng/ uL ).

Protocolo de reacdo de sequenciamento

As reac0es de sequenciamento foram feitas em placas de 96 pog¢os com volume final de 10pL,
contendo 4 pL de H > O esteril, 1,5 pL de tampé&o de sequenciamento 5X, 0,5 pL de primer (10
M), 1 pL de mistura Big Dye e 3 pL de Produto limpo por PCR. As condigdes de PCR foram
as seguintes: 96°C (1 min); 35 ciclos de 96°C (15 seg), 50°C (15 seg) e 60°C (4 min). As reac¢oes
foram precipitadas em etanol/EDTA e secas a 90°C durante 2 min. As placas foram
ressuspensas com 10 uL. Formamida Hi-Di, aquecida a 94°C por 3 min. e sequenciado em

analisador genético ABI 3500x! (Applied Biosystems™),



