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Resumo

Trabalhos filogeograficos vém sendo bem sucedidos em encontrar padrdes e
sugerir refugios historicos ao combinar dados de diversidade e distribuicio de linhagens
genéticas a modelos de paleodistribui¢do das espécies. Neste estudo foram utilizados
dois marcadores moleculares, ND2 e COI, para examinar a diferenciacdo genética e
distribuicao histérica de Aparasphenodon brunoi e Physalaemus crombiei, duas
espécies de anuros endémicos da Mata Atlantica, através de andlises filogeograficas
combinadas a construcdo de modelos de distribui¢do de espécies nas condi¢des atuais e
paleoclimadticas. Foi verificada divergéncia genética geograficamente estruturada nas
duas espécies, com alguns limites coincidindo com divisdes ja verificadas para anfibios
e outros grupos animais na regido central da Mata Atlantica. Os refiigios propostos nos
modelos paleocliméticos para ambas as espécies suportam a idéia da fragmentacdo de
habitats durante o Quaterndrio. Os resultados obtidos apontam a regiao central do
Espirito Santo como uma drea historicamente instavel, e sugere-se recente expansio
populacional nessa drea. As andlises demonstram que espécies com distribuicao
geografica atualmente semelhante, podem ter tido sua histdria evolutiva influenciada

por processos histdricos distintos.
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1. Introducao
1.1 Padroes e processos geradores da diversidade na Mata Atlantica

A Mata Atlantica brasileira € um dos ecossistemas de maior biodiversidade no
mundo (Myers et al., 2000). Apesar disso, continua sofrendo grande impacto pelo
desmatamento, restando atualmente cerca de 7% a 8% de sua drea original (SOS Mata
Atlantica & INPE, 1993; Galindo-Leal & Céamara, 2003). O status de ecossistema
megadiverso deixa evidente a importancia de se estudar os processos causadores dessa
diversidade. No entanto, os padrdes de endemismo e a filogeografia das espécies da
Mata Atlantica, dentre estas a diversificada fauna de anuros, apresentam-se pobremente
conhecidos em comparacio a outras dreas (Avise & Johns, 1998). Pode-se dizer que sdo
relativamente recentes estudos comparativos em toda a regido neotropical, se
comparados aos disponiveis para o hemisfério norte, que tem seus padrdes e processos
causadores da diversificacdo de suas espécies ja bem investigados (Avise & Johns,
1998; Carnaval & Bates, 2007; Fouquet et al., 2007).

Estudos filogeograficos desenvolvidos na Mata Atlantica vém sendo bem
sucedidos em encontrar padrdes de especiacdo e seus processos causadores nos
diferentes grupos animais (Carnaval, 2002; Pellegrino et al., 2005; Grazziotin et al.,
2006; Carnaval et al., 2009; Fitzpatrick et al., 2009), porém um padrao geral ainda é
alvo de constante debate nessa area (Costa, 2003; Cabanne et al., 2007, Carnaval &
Moritz, 2008; Thomé et al., 2010). A hipétese cldssica, mais recorrente e bem conhecida
€ a da existéncia passada de Reftigios Pleistocénicos (Vanzolini & Williams, 1970;
Heyer & Maxson, 1982; Resende et al., 2010; Martins, 2011), que assume a
possibilidade de que oscilacdes climaticas, com épocas frias e secas (periodos glaciais)
intercaladas a periodos quentes e chuvosos (interglaciais), ao longo do Pleistoceno
causaram a retracdo das matas e sua posterior regressdo. Portanto, durante os periodos
glaciais as matas reduziam-se a ilhas, isolando popula¢des de espécies, o que favorecia
sua diferenciacdo. J4 em épocas de clima favordvel, as matas expandiam seu territério e
se conectavam novamente, o que permitia a expansao das populacdes das espécies antes
isoladas.

Ainda que bem aceita como causadora da diversidade em varias regides
biogeograficas (Mayr & O’Hara, 1986; Avise & John, 1998; Carnaval et al., 2009;
Martins, 2011), os Reftigios Pleistocénicos nao parecem ter sido os tinicos geradores da

especiacdo na Mata Atlantica. Estudos paleopalinolégicos (Behling & Negrelle 2001;



Behling, 2002a), geoldgicos (Dominguez et al., 1981; Mello et al., 1999) e
filogeogréificos (Zamudio & Greene, 1997; Pellegrino et al., 2005; Fitzpatrick et al.,
2009) vém apontando para a ocorréncia de oscilacdes climdticas e fragmentacido das
matas também durante o Plioceno e Holoceno, além de outros fatores histéricos como
variagdes nos niveis dos mares e eventos neotectonicos ao longo da histéria da Mata
Atlantica. Adicionalmente, vérios eventos de diversificacdo de vertebrados, datados
pelo método molecular, apontam para épocas geoldgicas anteriores a formacgdo de tais
reftgios pleistocénicos (Costa, 2003; Leite, 2003; Pellegrino et al., 2005; Vallinoto et
al., 2009; Costa & Leite, in press).

1.2 Filogeografia x Herpetofauna na Mata Atlantica

O Brasil possui a maior riqueza de espécies de anfibios do mundo. Sao 877
espécies (SBH, 2011), das quais, quase 400 ocorrem na mata Atlantica (Duellman,
1999). Ainda assim, poucos trabalhos t€ém buscado identificar os padrdes de distribui¢do
geografica das espécies, bem como os fatores histdricos determinantes para a ocorréncia
de tais padroes. Os anfibios sao animais sensiveis as caracteristicas fisico-quimicas de
seu ambiente e, especialmente em espécies florestais, sua ocorréncia € bastante pontual,
0 que as torna mais sujeitas a flutuacdes populacionais, assim como reduz sua
capacidade de dispersdo, fazendo com que sua distribuicdo geogrifica seja mais
influenciada por fatores histéricos do que ecoldgicos (Avise, 2000; Graham et al.,
2006). Devido a essa baixa vagilidade, os anfibios geralmente apresentam divergéncia
genética marcada entre populagdes (Vazquez-Dominguez, 2007), o que pode indicar
que espécies diferentes, ocupando uma mesma regido, possam ser influenciadas por
fatores histéricos comuns e apresentem padrdes filogeograficos semelhantes.

Trabalhos de filogeografia ja identificaram marcada estruturacdo genética ao
longo da distribuicao de espécies de anuros (Fouquet et al., 2007; Carnaval et al., 2009;
Fitzpatrick et al., 2009), serpentes (Wiister et al., 2005; Grazziotin et al., 2006) e
lagartos (Pellegrino et al., 2005) na Mata Atlantica, quase sempre evidenciando eventos
histéricos ocorridos durante o Quaterndrio como causadores da distribui¢do observada
entre as unidades filogeograficas. Além disso, tais estudos também tém se mostrado
eficazes no auxilio a estudos sistematicos, contribuindo para a redefinicdo de espécies
cripticas. Ao combinar métodos de filogeografia e filogenética molecular para o estudo

do grupo de espécies Scinax ruber e Rhinella margaritifera, Fouquet et al., (2007),



encontraram 6 linhagens diferentes em S. ruber e 11 linhagens distintas em R.
margaritifera, todas essas com possivel mérito de espécie.

Os estudos filogeogrificos tém demonstrado importante contribuicdo na
investigacdo da histéria evolutiva da herpetofauna da Mata Atlantica, identificando
provaveis sitios de refiigios e rotas de migracao (Carnaval, 2002; Pellegrino et al., 2005;
Grazziotin et al., 2006; Carnaval et al., 2009, Fitzpatrick et al., 2009; Thomé et al.,
2010). Carnaval & Moritz, (2008), investigaram, por meio de modelos paleoclimaticos,
a distribuicdo da Mata Atlantica para o Quaterndrio tardio e encontraram indicios da
existéncia histérica de refligios de mata que se mantiveram estdveis ao longo das
oscilagdes climéticas durante o Pleistoceno, com padrdes de distribui¢cdo congruentes
com dados palinolégicos e com os centros de endemismo propostos na literatura para
espécies de aves, mamiferos, bambus e plantas lenhosas. Ao investigar a filogeografia
de trés espécies de anfibios da Mata Atlantica e comparar os resultados a modelos
paleoclimaticos de estabilidade, Carnaval et al., (2009), encontraram forte estruturacdo
entre as unidades filogeogréficas intraespecificas e verificaram padrdes congruentes
entre os reftigios obtidos no modelo e a estruturacdo observada, além de ramos mais
longos nos filogramas para individuos provenientes de dreas preditas como estdveis,
indicando seu endemismo genético. Ambos os trabalhos de modelagem paleoclimatica
supracitados verificaram refigios na por¢do norte da Mata Atlantica, Bahia e
Pernambuco, enquanto na por¢do sul foram detectadas dreas estdveis, geralmente

menores, em partes do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao Paulo.

1.3 Taxons testados

As espécies de anuros empregados neste trabalho foram Aparasphenodon
brunoi Miranda-Ribeiro, 1920 (Hylidae) e Physalaemus crombiei Heyer & Wolf, 1989
(Leiuperidae). Essas espécies, distantes filogenéticamente, possuem modos de vida
diferentes, tais como local e estratégia de reproducao e local para forrageio, o que pode
sugerir que esses taxons responderam de maneira diferente a eventos biogeograficos e
paleoclimadticos. Portanto, pretende-se verificar, se acontecimentos histéricos marcantes
resultaram em padrdes filogeograficos semelhantes para estes tdxons. A filogeografia
comparada representa uma importante ferramenta para se testar as respostas conjuntas
de tdxons aos fatores que modificaram o ambiente ocupado e, sobretudo quando

comparada a modelos paleoclimaticos, prové informacdes valiosas sobre a distribui¢ao
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das espécies nos diferentes modelos de paleoclimas gerados (Hugall et al., 2002;
Carnaval et al., 2009)

Aparasphenodon brunoi Miranda-Ribeiro, 1920 possui como caracteristica
marcante, entre os anfibios, uma hiperossificacdo no topo da cabeca, que é observada
em todo o género. Tal estrutura incrustada no cranio da a sua cabeca o formato de um
capacete e protege o animal contra predadores enquanto estd escondido em axilas de
bromélias ou buracos em bambus (Trueb, 1970; Duellman & Trueb, 1994). A
caracteristica de usar a cabecga para selar as aberturas dos esconderijos, conhecida como
phargmosis, é também uma adaptacio que reduz perda de dgua por evaporagao (Trueb,
1970; Andrade & Abe, 1997). O gé€nero Aparasphenodon é composto, atualmente, por
quatro espécies. Trés delas ocorrem na costa atlantica (Bahia até Santa Catarina, ver
Frost, 2012) e uma espécie € conhecida para uma regiao na Venezuela (ver Trueb, 1970;
Frost, 2012).

Aparasphenodon brunoi ocupa, predominantemente, dreas costeiras desde o
litoral norte de Sao Paulo, passando pelos estados de Rio de Janeiro, Espirito Santo até a
costa da Bahia (Argo6lo, 2000; Frost, 2012). Curiosamente, A. brunoi € encontrada
também a cerca de 290Km da costa, no Parque Estadual do Rio Doce (PERD) em
Minas Gerais (Feio et al., 1998; Rievers, 2010), onde a espécie faz parte da lista de
espécies ameacgadas do estado. Feio et al., (1998) comentam que A. brunoi ocorre num
local restrito do PERD, o que possivelmente se deve a abundancia de bromélias e
bambus nesse local. E uma das maiores espécies bromelicolas, que utiliza as
bromelidceas para esconderijo diurno e local de forrageio, podendo atingir cerca de 80
mm de comprimento. As fémeas depositam seus ovos principalmente em pocas
formadas em buracos no solo durante a estacao chuvosa (Teixeira et al., 2002).

Physalaemus crombiei Heyer & Wolf, 1989 € uma espécie de porte pequeno,
podendo chegar a pouco mais de 20 mm de comprimento (Haddad & Sazima, 2004).
Ocupa o chio da mata e geralmente vive na serrapilheira, préxima a alagados e corregos
(Prado & Pombal Jr., 2005; Pupin et al., 2010), ocupando preferencialmente o interior
das matas (Peixoto & Pimenta, 2004). Espécies de Physalaemus reproduzem-se
depositando seus ovos em ninhos de espuma (Haddad & Prado, 2005). Em P. crombiei
os ovos sdo depositados no chdo imido da mata, préximo a pogas formadas em épocas
de chuva, o que indica menor dependéncia de ambientes aquéticos para reproducdo
(Haddad & Prado, 2005; Pupin et al., 2010). Essa espécie pertence ao complexo do

grupo signifer (Nascimento et al., 2005), que agrupa espécies cripticas comumente
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encontradas em simpatria e sintopia (Almeida et al., 2011). Até recentemente, P.
crombiei era conhecida apenas para o municipio de Santa Teresa, Espirito Santo, sua
localidade tipo (Rievers, 2010; Pupin et al., 2010). Porém, é atualmente registrada em
areas de montanha e baixada desde o sul do Espirito Santo até o extremo sul da Bahia
(Peixoto & Pimenta, 2004; Tonini et al., 2011; Almeida et al., 2011; Frost, 2012), ja
tendo sida registrada em drea de altitude em Minas Gerais (Rievers, 2010; Sdo-Pedro &
Feio, 2011).

Ambas as espécies carecem de dados a respeito de sua histéria evolutiva e de
explicacdes para seus padroes de distribuicdo. Vale ressaltar a ocorréncia de ambas em
terras baixas do litoral, bem como em matas do interior da Mata Atlantica e em
diferentes altitudes. Rievers, (2010), investigou a anurofauna da serrapilheira do PERD
e chamou atencao para o criptismo entre P. crombiei e P. obtectus Bookermann, 1966.
Na ocasido, assumiu ter encontrado Physalaemus sp. (cf. crombiei) com base em

diferencas no canto (Santos et al., 2009) entre os dois morfotipos observados.

2. Material e Métodos
2.1 Amostras Populacionais
Os tecidos muscular e hepatico, conservados em etanol, utilizados nas andlises
genéticas ao longo do estudo foram obtidos junto a Colecdo de Tecidos e DNA da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), no Laboratério de Genética Animal
(LGA) da UFES, na colecao “Célio Fernando Batista Haddad” (CFBH) da Universidade
Estadual de Sao Paulo (UNESP) e amostras cedidas pelo Dr. Miguel Trefaut Rodrigues
(MTR) da Universidade de Sao Paulo.
Para Aparasphenodon brunoi foram obtidas 26 amostras de 13 localidades no
RJ, ES, MG e BA e para Physalaemus crombiei foram utilizadas 42 amostras de 8
localidades distribuidas pelo ES. Todas as amostras utilizadas neste estudo sdo
provenientes de colecdes idoneas vinculadas a universidades brasileiras, cujos
pesquisadores responsdveis, assim como os depositantes de espécimes verificados,
possuem experiéncia na identificacdo das espécies envolvidas, valendo-se, portanto
ressaltar a confiabilidade na identificacdo das espécies alvo utilizadas nas andlises. Os
vouchers das amostras obtidas na UFES foram verificados pelo préprio autor em

conjunto com especialistas.

2.2 Métodos Moleculares
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As amostras de tecido foram submetidas ao protocolo de extracdo de DNA
total usando sal de Medrano et al., (1990). Foi obtido um fragmento de 949pb do gene
ND?2 de 25 individuos e outro de 651pb do gene COI para 22 individuos de A. brunoi
enquanto que para P. crombiei amplificou-se um fragmento de 930pb de ND2 para 40
individuos e 687pb do gene COI de 42 individuos.

Os genes ND2 e COI foram amplificados através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), com primers especificos em um termociclador (Perfis das PCRs e
primers em anexo pag. 72). O produto amplificado foi purificado com a enzima ExoSap
e em seguida realizou-se a quantificacdo do produto purificado no espectrofotometro
NanoDrop.

As sequéncias foram obtidas no sequenciador automdtico ABI 310 (Applied
Biosystems, Inc.) do Nucleo de Genética Aplicada a Conservacao da Biodiversidade da
UFES e alinhadas pelo Clustal W no software MEGA 5.0 (Kumar et al., 1994). Parte
das sequéncias foram obtidas por meio de servigo terceirizado na Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA).

2.3 Analises filogenéticas e biogeograficas

O melhor modelo mutacional calculado para os dados obtidos foi estimado no
programa JModelTest (Posada, 2008)Em seguida, as afinidades filogenéticas foram
verificadas pelos métodos de Inferéncia Bayesiana (IB), utilizando BEAST v1.6.2
(Drummond & Rambaut, 2007) e por Maxima Verossimilhanca (MV) no programa
MEGA 5 (Kumar et al., 1994). Para IB foi utilizada a Corrente de Markov Monte Carlo
para 10 milhdes de geracdes, com darvores amostradas a cada 1000 geragdes,
descartando-se as 1000 primeiras como burn-in. Os valores de suporte da MV foram
obtidos por meio de 1000 replica¢des de bootstrap, com arvore inicial obtida por busca
heuristica com Intercambio do Vizinho Mais Préximo. Os grupos externos empregados
para as andlises foram selecionados com a ferramenta BLAST (Altschul et al., 1997) no
MEGA 5.0, escolhendo-se as sequencias genéticamente mais préxima disponivel no
GenBank (GB) (espécies e nimeros do GB no Anexo II, pag. 73).

De forma a estimar a profundidade temporal que separa as linhagens foi
calculado o relégio molecular, (Drummond et al., 2006) para o gene ND2 (0,957%
mutacdes por milhdes de anos; Crawford, 2003). Apenas o gene ND2 possui taxa de
diversificacdo conhecida para anuros neotropicais. A op¢ao de modelo do relégio

molecular utilizada foi relaxed clock uncorrelated lognormal, pois ndo ha registro fossil
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ou geoldgico para as espécies incluidas neste trabalho. Os resultados das andlises foram
verificados no Tracer v1.5 (Drummond & Rambaut, 2007). Dados estatisticos de
genética populacional foram estimados com base nas sequéncias obtidas (Tabela 1), a
fim de se verificar caracteristicas de cada populagdo e indicios de expansao
populacional. Foram eles: diversidade nucleotidica (m) e haplotipica (h), testes de
neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989), e F de Fu (Fu, 1997) calculados no programa
DNASP v5 (Librado & Rozas, 2009). Para se evidenciar as relacdes entre os haplétipos,
foram geradas redes de hapl6tipos no programa Network v4.6.1.0 (Bandelt et al., 1999).

A andlise conjunta dos resultados foi utilizada na verificacdo da estruturagao
genética, niveis de divergéncia intra-especifica e indicativos da existéncia de unidades

filogeogréficas nas populagdes.

2.4 Modelos Paleoclimaticos

Para gerar os modelos de distribuicio das espécies nas condigOes atuais e
paleoclimaticas, nés compilamos dados de localidades do nosso préprio trabalho de
campo, bases de dados on-line, colecdes cientificas e trabalhos cientificos. Como A.
brunoi e P. crombiei distribuem-se na maior parte ao longo da costa, mas também
ocupam dreas do interior, todo o dominio da floresta atlantica foi utilizado nas projecoes
dos modelos. A distribui¢do de A. brunoi vai da regido proxima de Itabuna, Bahia (S -
14,8015, -39,0365 W) até Ubatuba, Sao Paulo (-23,4340 S, -45,0860 W), enquanto P.
crombiei distribui-se desde o mesmo limite norte até Cachoeiro de Itapemirim, Espirito
Santo (-20.8333 S, -41.0666 W) . Portanto, o plano de fundo usado para as espécies € a
area do bioma Mata Atlantica entre os dois municipios conhecidos como limites de sua
distribuicdo. Registros duplicados, ou registros a até 10 km um do outro, foram
considerados apenas uma vez para minimizar a autocorrelacdo espacial (Anderson &
Raza, 2010).

Os modelos de distribui¢cdo das espécies foram executados com o algoritmo de
maxima entropia utilizando-se o programa Maxent 3.3.3h (Phillips et al., 2006;.
Http://www.cs.princeton.edu/ ~ Schapire / MaxEnt /), e treinados com dados climaticos
de 19 varidveis biocliméticas disponiveis na base de dados Worldclim (Hijmans et al.,
2005;. http://biogeo.berkeley.edu/worldclim/worldclim.htm). Os modelos foram
treinados usando o plano de fundo escolhido, e projetados em camadas climadticas das
condi¢des atuais (1950-2000), com resolu¢do espacial de 1km, incluindo a Mata

Atlantica inteira. Foram feitas projecdes para os cendrios paleoclimdticos da Ultima
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Interglacial (LIG, 120.000 a.a. anos atrds) e da Ultima Glacial Mdxima (LGM, 21.000
a.a.), previstas no Community Climate System Model (CCSM) com resolugdo espacial
de 5km* (Hijmans et al., 2005; http://biogeo.berkeley.edu/worldclim/worldclim.htm).
Considerou-se a intersecao dos mapas como indicativo de zonas climaticamente estaveis
(Waltari et al., 2007, Carnaval & Moritz 2008).

Foram realizados ajustes especificos para o tempo presente a fim de maximizar
o desempenho dos modelos de cada espécie. Para evitar sobreprevisdes ou aplicacdo de
varidaveis erroneas e encontrar o melhor modelo para o nosso conjunto de dados para o
Maxent, testamos diferentes features classes e regularization multipliers . O melhor de
conjunto de parametros foi obtido observando-se as médias dos valores de 10%
omission rates € minimum training presence (MTP) (Pearson et al., 2007), e a drea sob a
curva (AUC) da Operagao curva caracteristica do receptor (ROC), selecionando os
menores valores de diferencas das médias entre os treinos e os testes de AUCs (Thomé
et al., 2010). Os valores de MTP foram utilizados como limiar (threshold) para a
presenca das espécies no ambiente. Em seguida, o melhor conjunto de parametros foi

usado para as proje¢des do clima passado.

3. Resultados

As drvores encontradas pela andlise bayesiana e de verossimilhanca
apresentaram topologia semelhante e indicaram estruturagdo genética com expansio
recente para as duas espécies na regido central da Mata Atlantica. Todos os clados
evidenciados apresentaram “confiabilidade posterior” superior a 95% na andlise
bayesiana e bootstrap superior a 90% na de verossimilhanca.

Devido a grande semelhanca na topologia das arvores encontradas, apenas os
filogramas da andlise bayesiana sdo reportados no trabalho. As drvores concatenadas
apresentaram topologia idéntica as obtidas para o gene ND2 e por isso ndo sdo
demonstradas. O arranjo de haplétipo nas redes é congruentes com os clados formados
nas andlises filogenéticas, indicando estruturacdo genética marcada nas populagdes das
espécies analisadas (Figuras 8, 9, 10, 11). Tais dados recebem suporte também pelo
teste D de Tajima (Tabela 1), que indicou expansdo populacional em A. brunoi,
concordando com os ramos curtos observados para essa espécie nos filogramas (Figura
1). Os valores do Teste de Mantel (valores ndo demonstrados) ndo foram significativos
para indicar isolamento por distancia, embora se observe que os indices de divergéncia

genética apresentam-se maiores entre ao clados mais distantes
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3.1 Padroes Haplotipicos para o gene ND2 em Aparasphenodon brunoi

Os resultados encontrados para A. brunoi revelaram 19 haplotipos unicos. A
diversidade haplotipica foi de 0,973 (£0,019) e a diversidade nucleotidica encontrada
foi 0,03529 (£0,01333) . O teste de neutralidade D de Tajima indicou expansao
populacional(-1,97433) significate(P<0,05), enquanto F de Fu ndo resultou em valores
significativos. (Tabela 1).

Cinco clados puderam ser identificados ao longo da drea amostrada (Figura 1).
O clado N reuniu haplétipos da BA, Caraiva e Prado, e do extremo norte do ES,. O
clado C agrupou amostras de varias localidades do ES, com haplétipos desde Linhares,
norte do ES, passando por Aracruz, Serra até Setiba, mais ao sul do ES, apresentando-se
mais proximos no filograma. O clado C apresentou-se como grupo irmdo do clado MG,
que reuniu haplétipos do Parque Estadual do Rio Doce, em MG, mas também
haplétipos provenientes de amostras de localidades no Espirito Santo: Pinheiros,
extremo norte do ES e Reserva Bioldgica Vale do Rio Doce (ReBio CVRD), em
Linhares. O clado S agregou amostras do municipio de Maricd, RJ, a uma amostra de
Marataizes, sul do ES, enquanto o clado S1, foi formado por apenas um haplétipo
diferenciado dos demais, também proveniente de Maricd, RJ.

Foi verificada divergéncia genética (Tabela 2) de 2,4% entre o clado norte (N)
e o clado central (C). Entre o clado N e o clado de Minas gerais (MG) foi verificada
divergéncia genética de 2,6%; entre os clados N e o clado sul (S) a divergéncia foi de
3,9% e entre os clados C e S esta foi de 3,5%. O clado MG divergiu geneticamente do
clado C por 2,4% e do clado S em 3,7% (Tabela 2).

O clado S10550, formado por um haplétipo tunico (Ab_CFBH10550), derivado
de uma amostra da localidade de Marica, RJ, diferenciou-se notadamente de todos os
outros, apresentando divergéncia genética superior a 20% em relacdo aos demais clados.
Testes posteriores, envolvendo a repeticao das andlises com e sem esse haplétipo, foram
realizados com o intuito de verificar a possiveis ruidos fruto da influéncia da sequéncia
Ab_CFBH10550 nos resultados obtidos. Contudo, nao houveram mudancgas expressivas
na topologia das arvores e nem nos indices de divergéncia quando esta amostra foi
retirada. Por isso, a mesma foi incluida em todas as andlises, com excecao da realizada
para o rel6gio molecular.

Devido a sua alta divergéncia em relacio a todos os demais haplétipos,
Ab_CFBH10550 foi utilizado como grupo externo nas datagdes do relégio molecular.

Pelo fato de ser um haplétipo tnico e muito diferenciado entre os demais, quando
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incluido nessa anélise, este influenciava os resultados, gerando alteracdes discrepantes
no tempo de divergéncia entre os clados. Os tempo de separacdo entre os clados
(Tabela5) foi de 3,14 milhdes de anos (m.a.) entre os clados S e C, 2,00 m.a entre C e
N, e 1,84 m.a entre os clados C e MG.

O baixo nimero de sequéncias de uma mesma localidade presente em clados
diferentes observado na rede de haplétipos demonstrou estruturacdo genética entre as
populacdes amostradas na Regido Central da Mata Atlantica (Figura 8). O haplétipo
H_15 apresentou-se diferenciado entre os demais, inclusive dentro de seu clado (S). O
caso mais extremo foi em relacdo ao haplétipo dnico que forma o clado S10550,
proveniente de Maricd (RJ). Os passos evolutivos encontrados nao puderam ser
contados, o que provavelmente se deve a sua alta divergéncia genética, superior a 20%
em relacdo aos haplétipos que formam os demais clados. Assim, o método estatistico
utilizado para a constru¢io da rede ndo foi capaz de estabelecer uma conexdo confidvel

entre este e os demais clados.

3.2 Padroes Haplotipicos para o gene de COI em Aparasphenodon brunoi

Foram encontrados 15 haplétipos tnicos para o gene COI entre as populacdes
de A. brunoi amostradas. A diversidade haplotipica foi de 0,952 (+0,029) e a
diversidade nucleotidica foi 0,04628 (+0,01856). O teste neutralidade D de Tajima
também apontou para expansao demografica para esse marcador molecular, enquanto o
F de Fu novamente nao demonstrou valores significativos (Tabela 1).

Para o gene COI foram identificados sete clados com suporte nas andlises
empregadas (Figura 2). Os clados Ncoi, MGcoi, Ccoi, FL1870, FL10871, Scoi e
S10550coi agruparam haplétipos de maneira semelhante a observada para ND2, o que
gerou um filograma similar ao encontrado para ND2, sendo os haplétipos comentados
acima as Unicas diferencas marcantes.

O clado Ncoi apresentou 0,8% de divergéncia genética (Tabela 3) em relagdo
ao clado Ccoi, 0,6% de divergéncia em relagao ao clado MGcoi e 1,2% do clado Scoi.
Para o Ccoi foi verificada divergéncia genética de 1,0% em relacdo a MGcoi e entre
Ccoi e Scoi foi de 1,9%, enquanto em MGcoi e Scoi foi encontrado 1,8% de
divergéncia genética. O clado Slcoi foi formado pelo mesmo haplétipo Unico
identificado no gene ND2 e também apresentou divergéncia superior a 20% em relacao

aos demais.

17



Dois haplétipos provenientes da Floresta Nacional dos Goytacazes, Linhares,
ES, apresentaram altos indices de divergéncia genética para o gene COI (Tabela 3). O
haplétipo Ab_CFBH10870, foi atribuido ao clado C para o gene ND2, enquanto no
gene COI este formou sozinho um clado diferenciado (FL10870), com indices de
divergéncia superiores a 20% em relacdo aos demais. Tal fato também foi observado
para o haplétipo Ab_CFBH10871, da mesma localidade. Esta sequéncia ndo entrou nas
andlises de ND2, porém também apresentou altos indices de divergéncia, superiores a
20%, formando um clado (FL10871) separado (Tabela 2 e Figura 2). Foram repetidas as
andlises com e sem essas sequéncias (Ab_CFBH10870 e Ab_CFBH10871) e optou-se
pela ndo inclusdo destes dois haplétipos nas andlises filogenéticas concatenadas, por
estes gerarem ruido nos resultados. As divergéncias observadas nesses dois haplétipos
aparentam ser de natureza genética e nao evolutiva, por isso ndo sao discutidas neste
trabalho.

A rede de hapldtipos obtida para o gene COI (Figura 9) também ndo demonstra
claramente a relacao de S10550coi com os demais haplétipos, bem como os dois clados
formados por Ab_CFBH 10870 ¢ Ab_CFBHI10871. Estes haplétipos demonstram alta
divergéncia genética entre si e em relacdo aos demais. No entanto, € possivel perceber
indicativos de estruturacdo populacional pelo nimero de passos evolutivos que separam
os grupos de haplétipos, formando quatro grupos geograficos distintos. Vale ressaltar
também o fato da rede deixar os haplétipos de Setiba, sul do ES, mais aproximados do
haplétipo S10550 (Maricd,RJ) do que os outros haplétipos provenientes de Maricd, RJ.
Assim como feito no gene ND2, os trés haplétipos de alta diversidade genética citados
acima também foram testados nas andlises para o gene COI e ndo foi verificada
mudanca significante na topologia das drvores ou nas outras andlises € por isso estes

foram incluidos nos resultados e nas analises.

3.3 Padroes Haplotipicos para o gene ND2 em Physalaemus crombiei

Os resultados obtidos para P. crombiei apresentaram 27 haplétipos tinicos, com
diversidade haplotipica de 0,967 (£0,016) e diversidade nucleotidica de 0,05351
(£0,01314). Os testes de neutralidade e expansdao, D de Tajima e F de Fu, nado
encontraram valores significativos para ND2 nessa espécie (Tabela 1).

O filograma obtido evidenciou a presenga de trés grupos geograficos principais
(Figura 3). O clado PN foi formado apenas por haplétipos do municipio de Pinheiros,

extremo norte do ES, assim como o clado NSor agregou trés haplétipos, todos
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provenientes do municipio de Sooretama, norte do ES, todos trés tnicos. Ja os demais
haplétipos, da regido centro-sul do ES formaram o clado CS, que incorporou os
haplétipos provenientes de Povoacdo, Santa Teresa, Serra até a Reserva Bioldgica de
Duas Bocas, Cariacica, sendo esta a localidade mais ao sul da amostragem. A
divergéncia genética (Tabela 4) encontrada foi de 14,3% entre o clado mais ao norte
(PN) e o clado da localidade de Sooretama, ES (NSor). Entre PN ¢ o clado centro-sul
(CS) foi detectado 18,6% de divergéncia e entre SN e CS 17,8%.

A rede de haplétipos evidenciou a divisdo entre os trés clados encontrados nas
arvores filogenéticas, ndo sendo possivel contabilizar os passos evolutivos entre os trés
grupos de haplétipos devido a alta divergéncia entre eles (Figura 10). Além disso, pode-
se observar uma proximidade maior entre os haplétipos que formam o clado CS, se
comparado aos outros dois. O relégio molecular estimou em cerca de 11 m.a. a divisao
entro os dois clados do norte (PN e NSor) e o clado CS, e em cerca de 6 m.a. a

separacao entre os dois clado do norte (Tabela 5).

3.4 Padroes Haplotipicos para o gene COI em Physalaemus crombiei

Os dados obtidos para o gene COI evidenciaram a presenga de 17 haplétipos
unicos entre as populacdes amostradas. A diversidade haplotipica foi de 0.931 (+0.018),
e a diversidade nucleotidica foi 0.04779 (£0.01231). Os testes D de Tajima e F de Fu
também ndo apresentaram valores significativos para esse marcador molecular (Tabela
1).

Em P. crombiei, assim como nos resultados obtidos para o gene ND2, os
filogramas obtidos para o COI apresentam trés clados com suporte (Figura 4). O
haplétipo Pc_CFBH5993, proveniente da populacdo de Sooretama, foi alocado dentro
do clado CScoi, separado dos outros haplétipos de Sooretama que formam um clado em
separado (NSorcoi), sendo esta a unica diferenca relevante na topologia das arvores
obtidas. O clado Ncoi agregou os haplétipos de Pinheiros e o clado NSorcoi os
haplétipos de Sooretama, enquanto todos os demais haplétipos foram abarcados no
clado CScoi. O clado mais ao norte, PNcoi, apresentou divergéncia de 9,8% em relagcao
ao clado NSorcoi e 18,4% do clado CScoi, ja entre os clado NSorcoi e CScoi a
divergéncia genética observada foi de 17,2% (Tabela 4).

A conformacdo da rede de haplétipos obtida para o gene COI (Fig. 11) em P.
crombiei, mostrou-se semelhante 2 obtida para o gene ND2. E notada a clara divisdo

entre os grupos de haplétipos que correspondem aos trés clados obtidos nas andlises
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filogenéticas (Figs. 4 e 11), dada a alta divergéncia genética encontrada entre os clados,
bem como se percebe maior distanciamento dos haplétipos incluidos nos clados PNcoi e

NSorcoi, quando comparados aos do clado CScoi.

3.5 Mapas das Areas Historicamente Estaveis

Os valores de AUC (A. brunoi - 0,885 e P. crombiei 0,947) obtidos para os
modelos foram satisfatérios (Figura 5), ambos superiores a 0,8. O modelo da
distribuicao sob as condicdes do presente mostraram-se compativeis com a distribui¢ao
histérica das duas espécies estudadas. Aparasphenodon brunoi apresentou ainda uma
sobreprevisao proxima ao leste da Amazonia nos modelos do Presente e LIG, enquanto
em P. crombiei, pdde-se observar uma drea incomum proxima ao Paraguai e Argentina.

A intersecdo dos mapas dos modelos da distribuicdo atual com as duas
projecdes de condi¢des ambientais passadas demonstrou pronunciada fragmentacao de
habitats e pequenas dreas de refiigio historicamente estdveis. Uma na regido de
Pernambuco, encontrada com tamanho e distribuicdo varidvel entre as duas espécies,
um reftigio na Bahia, que apresentou-se notadamente reduzido e fragmentado em P.
crombiei e uma pequena area proxima a margem sul do Rio Doce, semelhante em
tamanho e localiza¢do para ambas espécies. Para P. crombiei, encontrou-se ainda, uma

area de reftgio ao sul do Rio Paraiba do Sul, no Rio de Janeiro.

4. Discussao

4.1 Padroes encontrados em Aparasphenodon brunoi na regiao central da
Mata Atlantica

As andlises em ambos marcadores mitocondriais empregados neste estudo
demonstraram consideravel estruturacdo geografica ao longo da drea amostrada, com
variacdo genética nas linhagens norte, central e sul da regido estudada, assim como
verificado na rede de hapldtipos. Os dados de genética populacional apresentaram altos
valores de diversidade haplotipica e nucleotidica, porém, esses valores podem estar
sendo influenciados pelo nimero amostral de cada populacdo, que pode nao ter sido
amostrada em sua totalidade.

Tal diferenciacdo nos componentes norte e sul da Mata Atlantica ja foi
observada em outros estudos para a regido norte do ES e sul da Bahia (mamiferos -
Costa, 2003; Leite, 2003; Caldara, 2008, Moraes-Barros et al., 2006; aves - Cabannes et
al., 2007 e 2008; lagartos — Pellegrino et al., 2005; serpentes — Grazziotin et al., 2006),
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assim como a regido norte do RJ e sul do ES (Siqueira, 1994; Costa, 2003; Leite, 2003;
Moraes-Barros et al., 2006; Martins, 2011). Tanto os clados encontrados ao norte e ao
sul da drea amostrada englobaram haplétipos do ES mais proximos geograficamente de
sua localizacdo e, embora o nimero amostral dos clados do norte e do sul tenham sido
insuficientes para definir com maior refinamento as zonas de quebra, é possivel inferir
que algumas populacdes das regides norte e sul do ES estdo mais aparentadas aos clados
extremos (N, Ncoi e S, Scoi), enquanto a regido central do estado, que € atribuida aos
clados C e Ccoi, parece possuir haplétipos mais aparentados entre si € com ramos mais
curtos (Figuras 1; 2; 3 e 4). Tal estrutura pode estar associada, entre outros fatores, a
heterogeneidade ambiental das areas (Siqueira, 1994; Wiister et al., 2005; Graham et al.,
2006).

A localidade de Costa Bela, no municipio da Serra, que localiza-se na regiao
geografica intermedidria dos clados centrais, possui um haplétipo que aparece como
grupo irmao dos haplétipos de Setiba - (em ND2), cerca de 60km ao sul, assim como
hapldtipos que mostram-se mais relacionados aos haplétipos de Aracruz e Linhares (em
ND?2), cerca de 40 e 80km respectivamente ao norte, o que indica que a regiao central
do ES € uma drea mais homogénea (Silva et al., 2004), aparentemente com pouca
variacdo influenciada por distincia e que essas localidades no centro-sul do ES estdo, ou
estiveram até recentemente conectadas. Tal conformidade pode significar eventos
recentes ocorridos nessa regido, com fluxo genético tendo ocorrido recentemente
(Martins, 2011), ndo tendo passado tempo suficiente para que haja maior diferenciacao
entre as populacdes.

Ao investigar a filogeografia de espécies de anuros no nordeste do Brasil,
Carnaval, (2002), observou que uma das espécies, Proceratophrys boiei, compartilhava
haplétipos entre fragmentos de mata onde seria incomum haver fluxo génico de acordo
com a topografia e distribuicio florestal atualmente observada para o local e apontou
esta caracteristica, juntamente com a baixa divergéncia genética, como sendo um
indicativo de que tais dreas estiveram conectadas num passado recente. O
compartilhamento de haplétipos, assim como diversificacdo rdpida e recente também
foram apontadas como indicador de recente conexdo entre dreas por Cabanne et al.,
(2008), que ao estudar a distribuicdo de linhagens de Xiphorhynchus fuscus
(Aves:Dendrocolaptidae) ao longo da Mata Atlantica, encontrou indicios de contrac¢des
populacionais com posterior expansao e provaveis dreas de contato secundério entre

elas.
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Padrao semelhante foi registrado em relacdo as amostras de MG (PERD) para
ambos os genes, em que andlises agregaram haplétipos de MG, um haplétipo da ReBio
CV, Pinheiros, ES e outro de ReBio CVRD, Linhares, ES — estes ultimos a cerca de
280km de distancia da localidade de MG - formando um clado com suporte superior a
95% na andlise bayesiana para ambos os genes testados (Figura 1 e 2 ) Vale ressaltar
ainda que, o PERD apresenta altitude variando de 236 a 515m, enquanto as localidades
de Pinheiros e da ReBio CVRD encontram-se em altitudes de cerca de 80 e 50m
respectivamente, permitindo-se inferir novamente que a aparente similaridade e conexao
desses locais se mostra determinante em detrimento das diferencas altitudinais. O
haplétipo da Rebio Coérrego do Veado (CV), Pinheiros, ES, distancia-se 30km do
haplétipo da FLONA do Rio Preto, Conceicdo da Barra, ES, e ainda assim esse tltimo
foi atribuido em todas as andlises aos clados do norte, embora esteja a cerca de 140km
da localidade de Prado, e 220km de distancia de Caraiva, ambas na Bahia e com
haplétipos atribuidos aos clados N e Ncoi. J4 ao sul, o haplétipo da Marataizes, sul do
ES, agregado aos haplétipos de Maricé, RJ, nos clado S e Scoi, estd a cerca de 30km da
localidade de Setiba, enquanto distancia-se cerca de 300km dos haplétipos dos clados
em que se encontra, S e Scoi, mais uma vez valendo-se ressaltar a necessidade da maior
nimero amostral nesses locais para refinamento da quebra filogeogréfica entre os clados
em questado.

Aparasphenodon brunoi € uma espécie intimamente relacionada aos ambientes
de restinga (Sazima & Cardoso, 1980; Teixeira et al., 2002) e parece ocupar areas de
mata de interior apenas quando essas oferecem habitats similares aos litoraneos (Feio et
al., 1998). O litoral brasileiro, em especial a faixa da regido central da Mata Atlantica,
foi historicamente moldado e erodido por transgressdes e regressdes marinhas,
principalmente durante o Quaterndrio (Dominguez et al., 1981; Tessler & Goya, 2005),
o que deixa as planicies litoraneas sujeitas a constantes situacdes de montagem e
desmontagem e torna as formagdes vegetais de restinga ambientes instdveis, estando
sob forte influéncia das condicdes abidticas do litoral (Cogliatti-Carvalho et al., 2001).
Tal fato pode explicar em parte a divergéncia genética observada entre os clados N e
Ncoi, e S e Scoi (Tabelas 2 e 3) quando comparados respectivamente ao clado central C
e Ccoi, pois, em épocas de transgressao, populagdes podem ter sido isoladas durante o
avanco do mar, o que pode ter causado sua diferenciagdo genética (Pellegrino et al.,

2005; Wiister et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2009).
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Dominguez et al, (1981) descreve o processo de sedimenta¢do dos rios Doce
(ES) e Paraiba do Sul (RJ), e enumera a existéncia histdrica de trangressodes e regressoes
marinhas nessa drea ao longo do Quaterndrio. No sul da Bahia e nos Rios Doce e
Paraiba do Sul encontram-se depdsitos marinhos associados a dltima (120.000 anos
atrds; a.a - Pleistoceno) e pendltima (5.000-5.200 a.a - Holoceno) trangressdes
marinhas. Na pendltima transgressdo foram sedimentados depdsitos arenosos cujos
topos situam-se de 6 a 10m, em média, acima da preamar, e na ultima transgressdo o
mar esteve Sm acima de seu nivel atual. Valendo-se ressaltar também que, embora o
enfoque do trabalho supracitado seja a influéncia das transgressdes nas fei¢des deltaicas
dos rios que desembocam no Oceano Atlantico, € evidente que as mudangas no nivel do
mar afetaram toda a costa além da foz dos rios, modificando o relevo, a salinidade e
condicdes do solo desses locais, e que essas mudancas também causaram efeitos
distintos em cada local a depender das caracteristicas de cada érea.

Tais mudancas provavelmente causaram conseqiiéncias na composicdo de
espécies da fauna e flora dessas dreas (Tessler & Goya, 2005; Carnaval & Moritz,
2008), fato este que estd de acordo com a expansdo populacional indicada pelos testes
de neutralidade para essa espécie (Tabelal), j4 que, por ocuparem dreas instaveis,
algumas populagdes podem ter passado por gargalos populacionais seguidos de uma
recente expansdo de suas populacdes (Prohl et al., 2010). Esses eventos podem ser uma
das explicacdes para a estruturacdo genética ao norte e ao sul do ES nesta espécie, e
também demonstram que o ES, em especial sua regido central, é historicamente uma
area instdvel, como ja verificado em outros estudos (Pellegrino et al., 2005; Carnaval et
al., 2009), o que explicaria a expansdo de linhagens genéticas recentes para a regido
central do ES. A dltima regress@o marinha (a menos de 5.200 a.a; Dominguez et al.,
1981) pode ter possibilitado a re-colonizacdo desse local, com o contato entre
populacdes antes isoladas.

Restingas sdo formacdes vegetais abertas, tipicas da costa brasileira. Sao
estabelecidas em ambientes de duras condi¢cdes ambientais, como alta salinidade,
constante insolacdo, solo arenoso e exposto atingindo cerca de 70°C em alguns locais no
verdao (Scarano, 2002). Por essa razdo sao formadas por espécies vegetais resistentes,
capazes de colonizar este tipo de ambiente e, embora apresentem alta riqueza de
espécies, sdo dominadas por poucas espécies vegetais, geralmente pioneiras, conhecidas

como plantas bercdrio (Franco & Nobel, 1989; Young et al., 1995). A mono-
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dominancia e estruturas oligdrquicas sdo comuns nas formacdes vegetais que ocupam
ambientes de condi¢Oes extremas.

Os ambientes de Restinga formam-se em ilhas de vegetacdo que sdo
propiciadas pelas espécies bercdrio, pioneiras no ambiente. A depender da espécie
ber¢ario, é formado um tipo de comunidade vegetal ao seu redor, o que faz com que
ilhas de vegetacdo, mesmo quando préximas, possam ter a composi¢do, riqueza de
espécies, diversidade e estrutura diferentes, portanto com diferencas nas caracteristicas
proprias de cada ilha. O tamanho das ilhas também varia de acordo com a espécie
dominante, podendo haver co-dominancia em algumas ilhas. Além disso, as ilhas
podem diminuir caso ocorra a morte de alguma das espécies bergdrio. Ilhas pequenas
podem ser ilhas recém formadas e ilhas grandes podem representar a fusdo de vdrias
ilhas menores.

Espécies de bromélia s@o pioneiras nesse tipo de ambiente, algumas delas
favorecendo a entrada de espécies lenhosas. Bromélias fornecem o micro-habitat mais
comumente citado como o frequentado por A. brunoi (Feio et al., 1998; Duellman &
Trueb, 1994), sendo discutida inclusive a possivel relacdo entre determinadas espécies
preferidas, a depender do tamanho das folhas e do volume de dgua acumulada por cada
uma (Mesquita et al., 2004). Esses ambientes tdo varidveis e heterogéneos devem ter
influenciado a diferenciacao das populacdes de A. brunoi ao longo da costa.

Ainda sobre a regido litorAnea, Viana & Santos, (2002), estudaram a
diversidade de abelhas em planicies costeiras no Brasil, e chamaram aten¢do para o fato
de que essas dreas de vegetacdo costeira estdo sobre forte influéncia de ambientes
vizinhos e que € esperado, portanto, encontrar certa similaridade entre suas composicoes
de espécies, nas dreas de contato ou nas zonas de transicao vegetacional. Além disso,
comentam sobre a existéncia de possiveis barreiras geogréficas fisicas e climéticas
como limitantes a dispersdo de algumas espécies, bem como a composicao de espécies
de abelhas estar sujeita a influéncia da composi¢do vegetal e a variagdo de fatores
abidticos. Embora as barreiras provavelmente ndo sejam exatamente as mesmas para
anfibios e abelhas, a heterogeneidade na composi¢do vegetal ao longo do cinturdo norte-
sul de restinga na costa atlantica provavelmente é um fator determinante na estrutura
geografica observada entre as populacdes de A. brunoi e consequéncia de diferencas
climédticas e processos historicos ocorridos que moldaram também as populagdes de

organismos que vivem nesses ambientes.
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4.2 Padroes encontrados em Physalaemus crombiei na regiao central da
Mata Atlantica

As andlises apontam para estrutura geografica importante entre os clados de
Pinheiros (NP) e Sooretama (NSor) (Figuras 3 e 4) norte do ES, quando comparados
entre si, bem como quando comparados aos clados do centro-sul para os dois
marcadores mitocondriais. A julgar pela filogenia obtida para os clados CS e CScoi, as
populacdes de P. crombiei nao parecem ter sofrido influéncia do gradiente altitudinal
como fator causador de alguma diferenciacdo genética populacional. Pode-se observar
haplétipos de Santa Teresa, com pontos de até 800m de altitude amostrados e da ReBio
DB, em Cariacica com cerca de 500m de altitude sendo agrupados a haplétipos da
localidade de Costa Bela, Serra e de Povoacdo, Linhares, ambas no litoral capixaba
(Figura 3 e 4).

Os clados NP, NPcoi e NSor, NSorcoir apresentaram altos indices de
divergéncia genética (Tabela 4) e, embora sejam geneticamente mais proximos um do
outro que dos clados centro-sul em ambos os genes, estes apresentam-se também
consideravelmente distantes entre si. O fato de ocuparem matas de tabuleiro pode ser
um fator determinante na divergéncia apresentada nessas populacdes. Ao passo que 0s
clados CS e CScoi encontram-se em matas de altitude e de transi¢ao rumo ao litoral, os
clados de Pinheiros e Sooretama sdo oriundos de matas de baixada que possuem
caracteristicas distintas na composicao vegetal, indice pluviométrico e temperatura
anual (Siqueira, 1994; Scarano, 2002). A partir da margem norte do Rio Doce ndo se
tem mais a influéncia marcante da Serra do Mar influenciando o clima entre o litoral e o
continente (Scarano, 2002). Sem essa barreira, as mudancas climdticas - e por
conseqiiéncia a Mata Atlantica - modificam-se mais gradualmente a medida que
avangam pra dentro do continente e € nesse contexto que surgem as matas de tabuleiro,
na parte norte do ES, e seguem em direcdo a BA. A drea de mata ao norte do ES parece
ser mais semelhante ao sul da BA que com o resto do estado, provavelmente
influenciada pelo clima super-umido encontrado a partir do sul da BA (Siqueira, 1994).
Essa diferenca ambiental histérica observada pode ser determinante para as diferencas
encontradas entre as linhagens dos clados de Pinheiros (NP e NPcoi) e de Sooretama
(NSor e NSorcoi), enquanto as diferencas verificadas entre as matas de tabuleiro ao
norte do Rio Doce e as matas ao sul podem explicar a divergéncia encontrada entre os
clados Centro-sul (CS e CScoi). Assim como o padrao identificado nas anélises para A.

brunoi, em P. crombiei pode-se notar novamente sinais de recente fluxo génico entre as
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populacdes da regiao centro-sul do ES, principalmente de haplétipos localizados ao sul
do Rio Doce. Silva et al., (2004), identificou quatro dreas de endemismo (Pernambuco,
Centro da Bahia, Costa da Bahia e Serra do Mar) para passeriformes na Mata Atlantica,
sendo o norte do ES juntamente a costa da BA considerados como uma &area de
endemismo separada de dreas do interior da BA e de parte do nordeste de MG; a regiao
ao sul do Rio Doce distinguiu-se como uma unidade biogeografica homogénea.

Além das diferencas ecoldgicas atualmente observadas, populacdes
relativamente proximas, como as de Pinheiros e Sooretama, podem ter se diferenciado
por um evento vicariante passado e estarem, historicamente, ocupando dreas € micro-
habitats diferenciados. Tais mudancas podem ter afetado tanto os clados do norte
separadamente como ter gerado a divergéncia entre esses e o clado centro-sul. Crawford
et al., (2007), estudaram as diferengas na resposta a habitats secos no grupos de espécies
Craugastor fitzingeri e verificaram que, mesmo em complexos de espécies que
compartilham histdria filogenética proxima, € possivel haver consideravel diferenca na
estrutura filogeogrdfica encontrada, e atribuiram essas diferencas a distintas
caracteristicas ecoldgicas entre os anuros estudados.

Wiister et al., (2005), encontrou significativa correlagdo entre caracteristicas
morfoldgicas em espécies de viboras e diferencas ecoldgicas, e verificou que pressoes
do ambiente ocupado podem moldar as espécies nos diferentes habitats, comentando a
importancia de se ter cuidado ao interpretar mudancas de cardter quando estas
coincidem com mudangas ecoldgicas em uma espécie. Eventos de fragmentacdo
passados, afetando o territério das espécies, parecem ter causado as diferencas
ecoldgicas observadas atualmente e ja foram sugeridos como causadores das diferencas
entre populacdes de anfibios (Carnaval, 2002; Carnaval et al., 2009), serpentes
(Grazziotin et al., 2006), aves, (Cabanne et al., 2008) e mamiferos (Costa, 2003; Leite,
2003; Caldara, 2008, Moraes-Barros et al., 2006).

A descontinuidade na composicao floristica da Mata Atlantica aparece bem
conhecida na literatura, sendo o regime de chuvas, as condi¢des do solo, salinidade e
temperatura, fatores importantes para as espécies vegetais pioneiras que viabilizam a
colonizagdo do ambiente (Scarano, 2002). Segundo Leitao-Filho (1987), nessa formagao
a variagao floristica é consideravelmente maior se comparada a Floresta Amazonica e a
Floresta de Planalto. Isso se deve as variacdes climdticas ao longo de sua drea de

distribuicao.
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4.3 Consideracoes historicas sobre a Mata Atlantica e coeréncia geografica
observada nos padroes filogeograficos encontrados para Aparasphenodon brunoi e
Physalaemus crombiei

A Mata Atlantica é tida como a formacdo vegetal mais antiga no Brasil,
estando formada a cerca de 70 milhdes de anos (Leitdo-Filho, 1987). Embora demonstre
alguma afinidade com outras formacdes florestais brasileiras, com as quais ja esteve em
contato no passado (ex: Amazonia, Cerrado - Costa, 2003), parece evidente que a
histéria evolutiva da Mata Atlantica possui caracteristicas proprias e distintas das
demais (Martins, 2011).

Behling (1998), tentou reconstruir e verificar as mudangas na vegetacdo e no
clima ao longo do quaterndrio tardio por meio da andlise palinoldgica de parcelas do
solo em 10 transectos de norte a sul do Brasil e verificou diversas mudancas em
diferentes tipos de vegetacdo tipicas de locais com clima diferentes dos atualmente
obervados. Ele verificou que na Mata Atlantica do sudeste brasileiro tanto dreas de
baixada como de altitude apresentaram a floresta semidecidua tropical moderna sendo
substituida por gramineas subtropicais e matas de galeria durante o ultimo periodo
glacial até o inicio do Holoceno, indicando um longo periodo de seca ao longo do ano,
clima frio e com geadas. J4 no Holoceno tardio (~1.500a.a.) temos o inicio da época
mais chuvosa, com os periodos de seca mais curtos desde o dltimo periodo Glacial
Méximo e apenas no ultimo milénio tem-se a substitui¢do das gramineas tipicas do
Cerrado pela floresta semidecidua na regiao sudeste.

A retracdo das dreas de mata, e seu posterior avanco, provavelmente teve efeito
importante no isolamento genético das populacdes de ambas as espécies alvo deste
trabalho. A Serra do Mar estende-se do sul do pais até a regido norte do Rio de Janeiro e
representa uma barreira fisica aos ventos vindos do oceano, influenciando
consideravelmente o clima nessa faixa. A face voltada para o mar da Serra do Mar
possui os maiores indices pluviométricos observados em toda Mata Atlantica, superior a
3600mm, enquanto a face continental fica entre 1300mm a 1600mm de chuva anuais
(Scarano, 2002). Essa dicotomia causa uma diferenga abrupta no clima entre as duas
faces e separa também abruptamente a floresta tropical e semidecidua, principalmente
nos estados de Sdo Paulo e Parand, mais ao sul da regido sudeste. O clima varia
consideravelmente ao longo da costa e os indices pluviométricos caem do sul de Sao

Paulo até o norte do estado do Rio de Janeiro.
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O clima seco encontrado nessa faixa € provocado pela ressurgéncia oceanica de
Cabo Frio (Araujo, 1997), regido onde a floresta semidecidua chega até a costa, sendo
este um ponto de interrupcao na floresta tropical chuvosa ao longo do litoral, proximo a
regido de Campos dos Goytacazes, RJ (Oliveira-Filho & Fontes, 2000). E possivel que
essa mudanga climdtica e a consequente mudanga na mata dessa regido tenha impacto
na ocorréncia dos clados do sul em A. brunoi até a regidao de Marataizes, ES.
Provavelmente essas populagdes do sul do ES e norte do RJ se diferenciam das demais
por ocuparem, e terem ocupada historicamente, locais de clima mais seco e frio.

A floresta tropical chuvosa reaparece no Espirito Santo com o aumento dos
indices pluviométricos anuais e a diminui¢do da sazonalidade até atingir o clima quente
e super-umido no sul da Bahia (Oliveira-Filho & Fontes, 2000). Como demonstrado em
andlises floristicas (Scarano, 2002), tais mudancas climéticas ao longo da costa tém
forte influéncia na diferenciacdo floristica entre norte e sul da floresta tropical chuvosa
da Mata Atlantica. Esses dois blocos de mata apresentam-se em duas formas floristicas
distintas que modificam-se gradualmente na transicdo entre a floresta tropical chuvosa
para a floresta semidecidua na regido de Campos dos Goytacazes, acompanhando a
redugdo no volume de chuva ao sul. As montanhas da Serra do Mar surgem cada vez
mais distantes da costa da regido do ES e, particularmente a partir da margem norte do
Rio Doce, vao diminuindo em altitude (Scarano, 2002). Essa disposi¢do geografica abre
espaco nessa drea para o estabelecimento de uma ampla zona de planicie costeira
conhecida como Mata de Tabuleiro, que aparece mais discreta ao norte do RJ indo até o
nordeste brasileiro. Nessa drea, mudangas no regime de chuvas sdo mais graduais em
direcdo ao interior do continente e apresentam intervalos menores no ES, leste de MG e
sul da BA, quando comparados a SP e estados vizinhos.

Siqueira, (1994) identificou esses dois blocos na Mata Atlantica ao realizar a
ordenacdo floristica ao longo de toda drea da Mata Atlantica, por meio de dados
bindrios. Nesse estudo, ele verificou que as dreas pertencentes ao ES ora aparecem
ligadas ao bloco nordeste, ora ligadas ao bloco sul/sudeste ou ainda isoladas e chamou
atencdo para esse comportamento intermedidrio como um indicativo de uma flora
arbérea intermedidria entre os dois blocos existentes. E sugerido também que a regido
do Espirito Santo seja uma drea de sobreposi¢do na distribuicdo geogréfica dos dois
grandes blocos floristicos e/ou um centro de diversidade muito importante. Trabalhos
floristicos mais antigos (Rizzini, 1967; Coimbra-Filho & Camara, 1996) realizados na

Mata Atlantica ja encontraram resultados parecidos.
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E possivel notar vérios pontos concordantes entre a conformagio atual da Mata
Atlantica e a topologia dos filogramas obtidos para as duas espécies de anuros
envolvidas no presente estudo, o que converge com a idéia de eventos ao longo do
quaterndrio que moldaram a Mata Atlantica e as populacdes de espécies nela abrigadas
(Martins, 2011, Carnaval & Moritz, 2008). Aparasphenodon brunoi apresentou clados
que distribuem-se geograficamente acompanhando os aparentes limites e dareas
diferenciadas da Floresta Atlantica. As populacdes do extremo norte do ES foram
agrupadas com populagdes da BA, ficando separadas dos haplétipos do ES (Figuras 1 e
2), enquanto amostras do extremo sul do estado (Lagoa do Gomes, Marataizes, ES) se
mostraram mais relacionadas a populacdes do RJ. Tais limites coincidem com as dreas
acima citadas, onde o clima e a fisionomia da mata modificam-se ao longo da costa
atlantica, com a mudanca de floresta semidecidua para floresta tropical chuvosa no
norte do RJ e sul do ES, a mudanca para as matas de tabuleiro a partir da margem norte
do Rio Doce e o estabelecimento do clima super-imido no sul da BA e norte do ES.
Martins (2011), comparou os padrdes filogeograficos encontrados para diferentes
organismos ja estudados na Mata Atlantica (anfibios, lagartos, serpentes, aves e
mamiferos) e verificou zonas de contato entre clados na regiao préxima ao Rio Doce e
também no sul do ES. Carnaval & Moritz (2008), por meio de modelos paleoclimaticos,
encontraram congruéncia nas dreas historicamente estdveis e verificaram areas de
refiigio na regido da BA, entre os Rios Doce e Sao Francisco, e no limite entre os
estados de ES e RJ, para espécies animais e de plantas.

Carnaval et al., (2009) empregaram paleomodelos para trés espécies de anuros
da Mata Atlantica (Hypsiboas albomarginatus, H. semilineatus e H. faber),
relacionando dados de ocorréncia das espécies e dados climaticos, das condi¢des atuais
e em épocas extremas do Quaterndrio tardio (6.000 e 21.000 a.a.), para gerar mapas de
estabilidade de area, afim de encontrar provaveis zonas de refligio que se mantiveram
em condi¢cdes mais estdveis historicamente ao longo dos eventos geocliméticos
ocorridos na Mata Atlantica. As trés espécies por eles investigadas demonstraram
relacdo entre os haplétipos amostrados nas populagdes do sul do ES e RJ e em H.
semilineatus houve forte relacdo entre populacdes do ES e da BA. Os paleomodelos
apontaram para a existéncia de um refliigio em Pernambuco, na regido da Bahia e outro
mais ao sul, em Sao Paulo. A drea apontada como estavel para o refigio da BA engloba

a parte norte do ES, o que indica conexdo histdrica entre essas dreas. Estudos cldssicos
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de biogeografia também ja identificaram quebras na distribui¢do norte-sul de anfibios
(Lynch, 1979; Miiller, 1973) e lagartos (Vanzolini, 1988) na Mata Atlantica.

O mesmo reftigio na regido da Bahia ji havia sido predito por Carnaval &
Moritz, (2008), sendo seu limite norte o Rio Sdo Francisco e o limite sul o Rio Doce.
Hypsiboas albomarginatus e H. faber (Carnaval et al.,, 2009) podem ndo ter
demonstrado evidéncias claras de relacdo entre populacdes do ES e BA devido aos
locais e haplétipos amostrados ou por diferencas de cada espécie, porém, ha evidente
diferenciagao entre sul e norte do Rio Doce. Os autores comentam que alguma variagao
nos modelos, bem como nas relagdes filogeograficas entre clados nas populagdes,
podem apresentar certa variagcdo, pois a floresta e sua fauna associada podem diferir na
tolerancia as condicdes climdticas e ao nicho ocupado, o que também j4 foi verificado
por Wiister et al., (2005), para serpentes, por Crawford, (2007), para anfibios e por
Cabanne et al., (2008) para aves. Além disso, Costa et al., (2003) chamou ateng¢ao para a
existéncia de vérios padrdes relacionados a certas espécies, ao invés de um padrao geral.

Vale ser ressaltada, também, a existéncia de relacdo entre haplétipos do ES
com haplétipos de MG. Aparasphenodon brunoi apresentou um clado formado por
haplétipos de MG e do norte do ES. A relacdo entre populacdes desses estados ja foi
verificada por Carnaval et al., (2009), para as trés espécies anteriormente citadas e por
Thomé et al., (2010) para o complexo de espécies Rhinella crucifer. Oliveira-Filho &
Fontes (2000), comentam a mudanga mais gradual e sutil entre a floresta tropical
chuvosa e a floresta semidecidua a partir do ES, especialmente na regido do Rio Doce
em dire¢do ao norte. Areas de baixa altitude penetram longas distancias rumo ao interior
do continente ao longo dos vales das bacias dos Rios Doce, Mucuri e Jequitinhonha,
permitindo o estabelecimento de espécies tipicas de florestas tropicais chuvosas de dreas
baixas. E sugerido também, que tal disposicdo geogrifica deve explicar a notdvel
conexao floristica entre zonas de floresta semidecidua da bacia do Rio Doce e a floresta
tropical chuvosa das matas de tabuleiro no ES e sul da BA.

Tanto na Amazdnia quanto na Mata Atlantica, diversas espécies tipicas de
floresta chuvosa sdao capazes de expandir sua drea de ocupacdo dentro de &dreas de
marcada sazonalidade climdtica por meio de matas de galeria (Oliveira-Filho & Ratter,
1995; Scarano, 2002). O vale da bacia do Rio Doce parece funcionar como uma ponte
que conecta matas do ES e MG, permitindo a expansdo de espécies costeiras de matas
chuvosas em dreas continentais. O mesmo mecanismo deve se aplicar para as conexodes

observadas entre BA e MG pelas bacias dos Rios Mucuri e Jequitinhonha. Conexdes
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entre haplétipos de populacdes desses estados ja foram registradas para mamiferos
(Costa et al, 2003), serpentes (Grazziotin et al., 2006), aves (Silva et al., 2004; Cabanne
et al., 2008) e anfibios (Carnaval et al., 2009; Thomé et al., (2010). Além disso,
colonizag¢do de espécies litoraneas de anuros em matas de interior, acompanhando o
curso de rios, ja foi verificada para os Rios Jequitinhonha (Feio & Caramaschi, 1995;
Feio & Cramaschi, 2002), Doce (Nascimento et al., 1994) e Paraiba do Sul (Feio &
Ferreira 2005).

H4 de se ressaltar que ambas as espécies abordadas ocupam desde o litoral até
matas de interior, inclusive com variacdes na altitude nos locais de ocorréncia, bem
como apresentam simpatria em alguns dos locais amostrados (ver tabela 7 e 8).
Portanto, pode-se inferir que populacdes de MG de P. crombiei também apresentem
alguma conexao com os haplétipos do norte do ES, assim como observado em A. brunoi
e ja verificado nos grupos animais acima citados. A coleta de individuos de P. crombiei
em MG mostra-se importante para melhor esclarecimento da relacdo histdrica entre
essas dreas.

No presente trabalho ndo foram amostradas populacdes de P. crombiei
provenientes da BA, o que dificulta o estabelecimento de relacdes mais claras entre os
clados do norte nessa espécie. Porém, a julgar pela estrutura populacional observada em
A. brunoi, a atual fisionomia da Mata Atlantica, a alta divergéncia genética verificada
entre os clados norte dessa espécie e pelos padrdes ja reportados para anfibios e outros
grupos animais, as populacdes de P. crombiei dos clados de Pinheiros (NP, NPcoi)
possivelmente: I - Apresentam maior afinidade com populacdes do extremo norte do ES
e/ou sul da BA; I — Apresentam maior relacdo com haplétipos de populagdes de MG ou
IIT — Representam um clado individual nessa érea.

A alta divergéncia (Tabela 4) observada entre os clados da regido de Sooretama
(Figuras 3 e 4) e Pinheiros, ambos no norte do ES, indicam uma histéria biogeografica
diferenciada nessa espécie. E possivel que diferencas ecoldgicas desta espécie, assim
como menor tolerancia a mudangas climéticas (ver Crawford et al., 2007), tenham
moldado historicamente as populagdes de P. crombiei com algumas diferencas quando
comparada a A. brunoi, fazendo com que as populagdes do norte do ES tenham se
diferenciado apds ocupar as matas de tabuleiro no norte deste estado. Estudos
envolvendo espécies de Physalaemus identificaram forte correlagdo entre a distancia
geografica e a divergéncia genética observada, com possivel ligacdo com a fidelidade de

habitat na espécie (Lampert et al., 2003; Prohl et al., 2010). O tamanho reduzido de P.
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crombiei pode influenciar negativamente sua capacidade de dispersdo (Marsh et al.,
2000), bem como a filopatria observada em algumas espécies de anfibios (Joly &
Cohas, 2003), o que poderia tornar a espécie mais suscetivel a mudangas ocorridas no
ambiente passado, causando estruturagdo geografica importante ao longo de sua
distribuicdo. Porém, maior esforco amostral € necessdrio, principalmente nas
populacdes ao norte do Rio Doce, para melhor investigacdo dos fatores determinantes
na estruturagdo filogeogréfica encontrada entre os clados dessa area.

O limite sul de P. crombiei parece relacionar-se a mudanca floristica e
climéatica observada ao sul do ES e norte do RJ. Como ja mencionado, o clima seco
proporcionado pela ressurgéncia oceanica de Cabo Frio permite o estabelecimento da
floresta semidecidua desde o interior até a costa nessa regido. E notada maior
sazonalidade climdtica com periodos de seca, observando-se mudangas no regime de
chuvas (Oliveira-Filho & Fontes, 2000). A floresta semidecidua aparece como
historicamente menos estdvel no trabalho de Behling & Lichte, (1997), sendo em
grande parte substituida por Araucaria e gramineas subtropicais no ultimo periodo
glacial maximo, indicando o estabelecimento de um clima frio e seco. Tais variacdes
histéricas (climaticas e floristicas), a menor capacidade de dispersdo da espécie (se
comparada a de A. brunoi) e as diferencas ecoldgicas atualmente observadas,
provavelmente constituiram barreiras ou fatores que dificultaram a expansdo da 4rea de
ocorréncia de P. crombiei mais ao sul.

Prohl et al., (2010), verificaram a divergéncia genética entre linhagens de
Physalaemus pustulosus em uma regido entre a Costa Rica e o Panama e encontraram
altos valores de divergéncia entre populagdes. Além disso, encontraram diferencas
ecoldgicas marcantes entre as linhagens. Na ocasido, eles identificaram uma populagao
homogénea ao norte e uma populagdo dividida em trés subpopulacdes ao sul, havendo
uma lacuna entre as populagdes norte e sul. A populacdo do norte ocupa florestas de
pinheiros em locais secos, enquanto as populacdes do sul distribuem-se em florestas
com altos indices de precipitacdo anual e apresentam exigéncias ecoldgicas
diferenciadas. E sugerido que essas populagdes foram separadas em eventos vicariantes
histéricos e evoluiram de modo a se especializarem a nichos diferentes nos ambientes
atualmente ocupados, havendo uma lacuna de ocorréncia entre elas devido a falta de
adequabilidade do habitat.

Em outro trabalho envolvendo P. pustulosus, Lampert et al., (2003), comentam

que, embora haja alguma mobilidade em escala de centenas de metros nessa espécie,
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poucos quildometros ( cerca de 4km) sdo necessarios para que se observe altos indices de
diferenciacio genética entre as populacdes. E visto também forte influéncia de rios
como barreira ao fluxo gé€nico para essa espécie e sugerido que a migracdo que ainda
ocorra através deste deve ser ocasionada por transporte humano acidental. Lampert et
al., (2003), verificaram que a mobilidade estd mais relacionada aos machos, enquanto a
filopatria relaciona-se mais as fémeas, porém ndo exclusivamente. Machos parecem
procurar ocupar pogas sem grandes distancias umas das outras para reprodugdo (Marsh
et al., 2000; Prohl et al., 2010).

Diferencas nas exigéncias ambientais parecem explicar a alta divergéncia
genética encontrada entre as populacdes de P. crombiei no presente trabalho, assim
como devem limitar sua distribui¢@o ao sul, indicando que essa espécie apresenta menor
tolerancia a climas secos e mais frios se comparada a A. brunoi, e que tal variagdo é tiao
importante pra ela quanto para a diferenciacdo entre a floresta tropical chuvosa e a
semidecidua encontradas na Mata Atlantica. Além disso, a baixa capacidade de
dispersdo e fidelidade ao habitat deixa a espécie mais suscetivel a mudancas ambientais,
0 que sugere pouca tendéncia a persistir em dareas nao adequadas ou a colonizar novos
locais. As mudangas ocorridas ao longo do Quaterndrio possivelmente separaram
populacdes que em seguida evoluiram, se especializando em diferentes nichos nos
locais em que houveram adequadas condi¢cdes ecoldgicas para a espécie. Carnaval
(2002) observou para duas espécies de anfibios que os padrdes filogeograficos
encontrados refletem exigéncias tdxon-especificas.

A distribuicdo conhecida para P. crombiei vai da regido de Cachoeiro de
Itapemirim, sul do ES, até a regido norte de Itabuna, Bahia (Peixoto & Pimenta, 2004;
Almeida et al., 2011). Portanto, P. crombiei apresenta-se mais restrita do que A. brunoi,
cuja distribui¢do conhecida vai desde o sul da BA até o litoral norte de Sao Paulo,
ocorrendo desde o litoral até altitudes de discretamente maiores no interior do
continente (Feio et al., 1998; Rocha et al., 2004). Physalaemus crombiei também
demonstra uma tendéncia a ocupar desde dreas baixas até maiores altitudes. Sao
encontrados desde o litoral (Almeida et al, 2011) até cerca de 800m de altitude em Santa
Teresa, sua localidade tipo (Frost, 2012). Também ja foi registrado para o PERD, MG
(Rievers, 2010), onde também se tem registro de A. brunoi (Feio et al., 1998), e também
a 980m de altitude na Serra do Ouro Branco, MG (Sao-Pedro & Feio, 2011).

A capacidade de colonizar diferentes altitudes pode estar relacionada a

caracteristicas reprodutivas e outros mecanismos particulares de ambas as espécies.
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Embora sua atividade reprodutiva se intensifique notadamente em épocas chuvosas, P.
crombiei é uma espécie de reproducio prolongada, vocalizando ao longo de todo o ano.
O grupo P. signifer, no qual P. crombiei encontra-se atualmente incluido, apresenta
caracteristica reprodutiva diferenciada entre os Physalaemus, que € a tendéncia a
reproduzir-se em ambiente terrestre (Pupin et al., 2010). Haddad & Pombal, (1998)
comentam que o modo reprodutivo, semelhante ao de P. crombiei, observado em outra
espécie do grupo signifer corresponde a uma adaptacdo a imprevisibilidade de chuvas.
Por ser uma espécie de pequeno porte e viver geralmente em locais propicios para o
acimulo de dgua da chuva (folhi¢co imido, buracos em troncos, chdao imido préximo a
corregos), sua reproducdo e manutencdo da umidade podem estar menos relacionadas a
disposi¢cdo de dgua proveniente das épocas de chuva. Embora os resultados indiquem
que ambientes com sazonalidade marcada com épocas de seca nao sejam adequados ao
estabelecimento desta espécie, como visto ao norte do RJ e extremo sul do ES, ¢é
possivel que a queda na temperatura, ou a associacdo dessas duas varidveis, encontrada
a partir dessa regido seja mais determinante para a ndo ocorréncia da espécie.

Fato semelhante ocorre em A. brunoi. Essa espécie reproduz-se principalmente
em pocas que se formam em buracos no solo em épocas de chuva. Principalmente em
restingas, que sdo ambientes abertos, as pogas ficam expostas a alta incidéncia solar e é
sugerido que o tempo de metamorfose dos girinos seja curto (Teixeira et al., 2002). Essa
espécie ocupa preferencialmente bromélias, utilizando essas plantas como abrigo
diurno, ja tendo sido encontrada correlac@o entre o tamanho da bromélia e o tamanho do
animal, além disso, o tamanho e forma da bromélia relacionam-se com a quantidade de
agua que essa € capaz de acumular. (Teixeira et al., 2002; Mesquita et al., 2004).

Trueb et al., (1970) aponta a ossificacdo no cranio como uma provavel
adaptacdo a ambientes com pouca oferta de 4gua. O comportamento de phargmosis das
pererecas de capacete € eficiente em selar a entrada de esconderijos, na defesa a
predacdo e manuten¢do do volume de dgua dos abrigos. Adicionalmente a cabeca
ossificada representa uma superficie com menor taxa de perda de dgua pela pele
(Andrade & Abe, 1997), o que demonstra que apesar de atualmente também ocorrer em
matas mais fechadas do interior essa espécie evoluiu de maneira a apresentar
mecanismos para evitar a perda de dgua, mais um indicativo de sua origem em dareas
abertas e com altas temperaturas. Embora os indices pluviométricos na restinga sejam
altos (1100mm a 1500mm anuais), o solo arenoso reduz a quantidade de dgua

disponivel, sendo o ajuste da cabecga a axila das folhas das bromélias importante para
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manutencdo da umidade e condigdes fisiologicas adequadas (Mesquita et al., 2004).
Este mesmo autor encontrou atividade diurna em alguns individuos vocalizando dentro
das bromélias em dias imidos. Os mecanismos contra perda de dgua observados em A.
brunoi (Andrade & Abe, 1997) provavelmente relacionam-se a distribui¢do norte-sul
mais ampla observada nessa espécie quando comparada a P. crombiei.

Teixeira et al., (2002) encontrou maior nimero de individuos ocupando as
bromélias na estacdo seca, do que na chuvosa, indicando mais uma vez a utilizacao
dessa para a manuten¢do da umidade corporal. Adicionalmente, por ser um hilidio, A.
brunoi apresenta a capacidade de ocupar varios extratos na mata devido a presencga de
discos digitais em suas patas (Prado e Pombal Jr., 2005), o que possibilita que a espécie
ocupe outros habitats nas matas continentais em florestas mais umidas por serem mais
fechadas.

Devido a pele permedvel, a manuten¢do da umidade é vital para os anfibios que
sdo suscetiveis a perda de dgua por evaporagdo, sendo esse um dos principais fatores
limitantes a ocorréncia de algumas espécies (Andrade & Abe, 1997). Nesse sentido, as
caracteristicas acima citadas relacionam-se principalmente aos hébitos de vida, locais de
ocorréncia e aparentes particularidades ecoldgicas relacionadas a manuteng¢dao da
umidade corporal e consequente manutencao das caracteristicas fisioldgicas importantes
para a sobrevivéncia de ambas as espécies. Tais fatores parecem estar intimamente
relacionados a sua distribuicdo, desde ambientes mais abertos e expostos ao sol no

litoral, até areas de matas mais fechadas em maiores altitudes.

4.4 Tempo de divergéncia estimado com o relégio molecular entre os
clados encontrados para Aparasphenodon brunoi e Physalaemus crombiei

As estimativas do tempo de divergéncia (Tabela 5) encontradas para A. brunoi
datam do Plioceno-Pleistoceno, o que concorda com outros trabalhos que estimaram o
tempo de divergéncia entre clados na Mata Atlantica (Carnaval, 2002; Cabanne et al.,
2008; Thomé et al., 2010). A separacdo entre o clado S e o clado C representam a
divis@o mais antiga entre as populacdes amostradas, cerca de 3,2 milhdes de anos atrds,
enquanto os clados C e N apresentam separagdo de cerca de 2 milhdes de anos atras.
Carnaval, (2002) encontrou estimativas de divisdo entre populacdes (1,1 — 3,4 milhoes
de anos atrds) com divergéncia genética entre clados, semelhantes as verificadas no
presente estudo e sugeriu que tais indices sejam reflexo de eventos de fragmentacdo

ocorridos antes ou no inicio do Pleistoceno. Ao observar as estimativas de tempo
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encontradas, nota-se uma provavel fragmentacdo na Mata Atlantica ocorrida entre o
norte do ES e sul da Bahia, que isolou as populacdes nos clados N e C, assim como
isolou também a populacdo do clado MG em A. brunoi, representando um evento
importante para a distribuicao geografica dessa espécie.

Juntamente a esses provaveis eventos entre os clados N, C e MG, a divisao ao
sul do ES e norte do RJ separando o clado S e C, embora aparentemente mais antiga que
as separacdes ocorridas nos clados ao norte (Tabela 5), poderia explicar a politomia
verificada no clado central, indicando que mudancas climdticas durante o Pleistoceno
(Avise & Johns, 1998) influenciaram drasticamente as condi¢des existentes nas matas
da regido central do ES, o que explicaria a politomia com ramos curtos observada nessa
regifio. E sugerido que mudangas nas condi¢des ambientais ocorridas na regidio do ES
tenham isolado populacdes ao sul e norte dessa regiao, bem como isolaram populacdes
que colonizaram, previamente, o interior do continente através da bacia do Rio Doce
chegando até MG (ver pag. 30). Com o retorno das condi¢des climdticas e ambientais
favoraveis essas populagdes puderam, recentemente, se expandir e colonizar novamente
o centro do ES. Clados politdmicos e isolados no ES ja foram encontrados em outros
estudos (Pellegrino et al., 2005; Carnaval et al., 2009), porém os padrdes podem variar
de acordo com as caracteristicas da espécie.

Physalaemus crombiei apresentou valores estimados que evidenciam
separagdes mais antigas no relégio molecular, o que estd de acordo com seus ramos
discretamente mais longos se comparados aos observados em A. brunoi (Figuras 1,2,3 e
4). Os clados de Pinheiros e Sooretama, norte do ES, dividiram-se a cerca de 6,7
milhdes de anos atrds, enquanto a estimativa para a divisdo entre o clado sul S e NP +
NSor ocorreu a cerca de 11,4 milhdes de anos atrds, portanto ambas datando da parte
final do Mioceno. A julgar pela alta divergéncia observada entre os clados dessa espécie
(Tabela 4), os eventos causadores do isolamento entre as populacdes nio seriam
corretamente atribuidos ao Pleistoceno como em A. brunoi. As datas de divergéncia
combinam com a deposi¢ao da Formacao Barreiras. Os sedimentos do Barreiras foram
depositados por uma série de leques aluviais, a formagao € encontrada ao longo da costa
brasileira, do Rio de Janeiro até o Pard e foram depositadao durante o Mioceno —
Pleistoceno sob clima seco e com os niveis do mar abaixo dos observados no presente
(Dominguez et al., 1981; Pellegrino et al., 2005). O Barreiras representa o limite interior
das planicies costeiras, bem como representam a marca do niveis maximos atingidos

pelas transgressdes marinha no Pleistoceno (Dominguez et al., 1981; Tessler & Goya,
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2005). Os ramos dos haplétipos de NP e NSor aparecem mais longos nas arvores,
indicando uma coloniza¢ao mais antiga dessas dreas e convergindo com a disposi¢do do
clado central observado em A. brunoi. No entanto, esta € uma conclusdo preliminar,
pois os ramos mais longos dos clados do norte podem ser ocasionados pelo baixo
nimero amostral nessas localidades, demonstrando apenas aqueles haplotipos mais
diferenciados, o que influencia as anélises. Ao contrario do que foi visto em A. brunoi,
em que populacdes ao norte € ao sul do Rio Doce parecem ainda manter fluxo génico,
P. crombiei apresenta sinais de uma divisdo importante ao norte e ao sul do rio. A
divergéncia mais alta, verificada para ambos os genes, foi encontrada nessa darea.
Embora haja alguns haplétipos do norte que aparecam agrupados aos do sul, a topologia
das drvores demonstram uma divisdo mais marcada nessa espécie. Lampert et al.,
(2003) chamam a atengao para pouca mobilidade em uma espécie co-genérica e sobre a
possibilidade do fluxo génico através de rios ocorrer por transporte humano acidental.
Além disso, alguns autores (Martin et al., 1993; Suguio & Nogueira, 1999) defendem a
1déia de que foi apenas no inicio do Plioceno, e em condicOes de alta umidade, que os
rios da costa atlantica se aproximaram do curso atualmente observado, abrindo caminho
através da Formacdo Barreiras, época que combina com as datas encontradas nessa

espécie (Tabela 5).

4.5 Modelos paleoclimaticos e a distribuicao historica de Aparasphenodon
brunoi e Physalaemus crombiei na regiao central da Mata Atlantica

Os paleomodelos (Figura 5) encontraram dreas climaticamente estdveis que
podem ter representado reftigios para as espécies em questao. Além disso, as estimativas
do tempo de divergéncia encontradas para A. brunoi sdo compativeis com a hipétese de
que mudancas climdticas ocorridas no Quaternario causaram a fragmentagao de habitats
e foram determinantes para a diferenciacdo geografica entre as populagdes verificadas
nessa espécie.

A cerca de 20.000 anos atrds, durante a Ultima Glacial Maxima (LGM -
Firgura 5) o mar apresentava-se recuado em niveis mais baixos que os atuais, expondo
quase totalmente a plataforma continental, e o clima era predominantemente frio e seco
(Behling, 2002b; Tessler & Goya, 2005). O modelo prevé que nessa €poca as
populacdes ocupavam predominantemente a regiao norte da Mata Atlantica. Além dessa
area estdvel mais continua, ao norte da Mata Atlantica, foi predita uma pequena por¢ao

ao sul do Rio Doce. Areas atualmente cobertas pelo mar parecem ter sido colonizadas
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durante uma possivel expansdo das dreas de restinga em direcdo ao oceano. As matas
litoraneas sofreram menor influéncia das adversidades climadticas e, principalmente, a
floresta tropical chuvosa manteve-se mais constante ao longo da costa se comparada a
floresta semi-decidua, historicamente mais instdvel em algumas areas (Behling &Lichte,
1997). Como j4 discutido, a partir da por¢ao sul do ES e norte do RJ, observa-se nas
condi¢des atuais uma queda na precipitacdo, aumento da sazonalidade e climas mais
frios. Como demonstrado em estudos paleopalinoldgicos, tais condicdes estiveram
intensificadas durante o LGM, havendo substitui¢cdo das matas nessa regiao, em dire¢ao
ao sul, por gramineas e algumas plantas de clima subtropical, representando, portanto,
condic¢des desfavordveis a ocorréncia dessas espécies.

Durante a Ultima Interglacial, cerca de 120.000 anos atrds (LIG — Figura 5),
notou-se maior disponibilidade de dreas com condi¢des adequadas a ocorréncia de A.
brunoi ao norte e sul, bem como observa-se maior semelhanga na disposi¢ao entre essas
dreas ambientalmente favordveis e as observadas no modelo do presente, sugerindo
condi¢des mais semelhantes entre essas épocas. Além de aplicidveis a A. brunoi, é
possivel que os modelos do presente, LGM e LIG estejam sendo predizentes também
para as demais espécies de Aparasphenodon, o que pode revelar pontos importantes nos
padrdes de diversificacdo do género. Aparasphenodon arapapa Pimenta, Napoli, and
Haddad, 2009, A. bokermanni Pombal, 1993 e A. brunoi ocorrem ao longo da costa
brasileira, ocupando ambientes semelhantes: predominantemente 4reas de restinga e
matas associadas ao litoral, estando os limites de A. bokermanni e A. brunoi,
aparentemente, coincidindo com a ocorréncia da outra, enquanto a drea de ocorréncia de
A. arapapa encontra-se dentro da distribui¢do de A. brunoi, o que reforca semelhangas
ecoldgicas entre as espécies do género.

Aparasphenodon arapapa é conhecida para uma regido restrita na costa da BA,
nas localidades de Ituberd e Cairu, localizadas entre os rios Paraguacu e Contas
(Pimenta et al., 2009; Frost, 2012). Aparasphenodon. brunoi ocorre desde a regido de
Itubera, na BA até o litoral norte de SP (Sazima & Cardoso, 1980; Rocha et al, 2004;
Frost, 2012) e A. bokermanni é conhecida do litoral sul de SP e Santa Catarina, no sul
do Brasil (Frost, 2012). H4, portanto, uma estrutura geografica observada na
distribuicdo do género Aparasphenodon no Brasil, embora ocupem dreas com
caracteristicas similares. Devido ao padrao de simpatria e a semelhanca nos ambientes
ocupados, € sugerido que A. arapapa e A. brunoi diferenciaram-se sendo moldadas por

fatores microambientais especificos, enquanto a alopatria verificada entre A. brunoi e A.
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bokermanni, aparentemente acompanha as mudancas bioclimética, ja citadas,
encontradas na regido sul de SP.

Embora discussdes taxondmicas ndo fagcam parte do escopo no presente
trabalho, com base nos padrdes filogeograficos e indices de divergéncia genética
encontrados (Tabelas 2 e 3), ha possibilidade da existéncia de mais de uma espécie na
area amostrada ou de um processo de diferenciacdo em andamento no norte do ES e sul
da BA, ao sul do ES e norte do RJ e na populacdo de MG. Porém, amostragem maior €
necessdria na regiao para confirmacao desses indicios.

Em extenso estudo sobre as relagdes entre os anuros com ossifica¢do cranial,
Trueb (1970), chamou atengcdo para a proxima relacio de parentesco entre
Aparasphenodon e o género monotipico Corythomantis, estando esses dois géneros
diferenciados entre as demais pererecas de capacete. A autora sugere ainda
ancestralidade comum para ambos os gé€neros: Corythomantis e Aparasphenodon
apresentam semelhangas na ocupacdo do habitat, nos ambientes de ocorréncia, ambas
apresentam ossificacdo cranial e mecanismos para ocupar dreas abertas € com maior
exposicao ao sol (Sazima & Cardoso, 1980; Andrade & Abe, 1997; Jared et al., 1999).
A espécie C. greeningi apresenta-se amplamente distribuida desde areas litoraneas até o
interior do nordeste brasileiro, sendo encontrada também no nordeste de MG (Feio &
Caramaschi, 1995; Frost, 2012). Essa espécie ocupa principalmente areas de Caatinga
(Sazima & Cardoso, 1980; Andrade & Abe, 1997; Jared et al, 1999), sendo encontrada
também em zonas de transi¢do entre Caatinga, Cerrado e matas arbustivas da floresta
atlantica (Sazima & Cardoso, 1980). Portanto, C. greeningi apresenta-se como 0O
componente mais ao norte na estrutura geografica desses dois géneros de hilidios com
ossificagdo cranial.

Trueb, (1970), formulou uma hipdtese sobre a diversificagdo entre os dois
géneros compativel com os modelos obtidos durante o LGM e LIG e com os padrdes
filogeograficos encontrados para A. brunoi no presente estudo. Com base na literatura, a
autora sugere que, durante o Plioceno, dreas de matas abertas e climas mais secos eram
mais amplamente distribuidas pela América do Sul, estando o ancestral comum bem
distribuido nesse continuo, na época. Mais recentemente, durante o Pleistoceno,
mudangas climdticas moldaram a floresta tropical e causaram o isolamento das
populacdes desse ancestral, que diferenciou-se em populagdes de animais ligeiramente

menores que ocuparam areas de vegetacdo xérica da Caatinga (Corythomantis) e outra
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de animais maiores que ocuparam as dreas relativamente mais uUmidas, de mata
arbustiva aberta e com distribui¢cao mais ampla ao longo do litoral (Aparasphenodon).

Embora a modelagem realizada ndo tenha sido feita para todo o género, a
conformidade com a distribuicio de Aparasphenodon visualizada no modelo do
presente (Figura 5) deve ser resultado do fato dessas espécies cogenéricas ocuparem
ambientes com caracteristicas semelhantes, o que levou o modelo a predizer a
distribuicdo de A. brunoi além do limite norte e sul de sua drea de ocorréncia conhecida.
As adaptacdes a ambientes secos e as estratégias de manutencdo da umidade corporal
observadas em Corythomantis indicam uma origem na regiao nordeste, onde tais
ambientes sdo mais distribuidos e tais caracteristicas sdo necessdrias para ocupd-los.
Bookerman (1966) apontou esta regido como provdvel local do tipo da espécie. Devido
a essas caracteristicas e as dreas estdveis previstas nos modelos, talvez o género
Aparasphenodon tenha tido sua origem na mesma regiao.

Durante o LGM (~20.000 anos atrds) € possivel ver uma drea inferida como
adequada a colonizacdo para A. brunoi desde a regido de Pernambuco no nordeste até a
margem sul do Rio Doce. J4 durante o LIG (~120.000 anos atrds) pode-se notar mais
distribuida a 4rea ambientalmente adequada até a regido de Santa Catarina no sul do
Brasil, portanto abarcando toda a drea de distribui¢io histérica do género no pais. E
possivel que depois de estabelecida ao longo de toda sua drea de ocorréncia no litoral, as
populacdes ancestrais de Aparasphenodon tenham se diferenciado devido a eventos
durante e posteriores ao LIG, podendo-se exemplificar, como ja citado, a transgressao e
regressao marinha ocorridas nessa época (Dominguez et al., 1981; Martin et al., 1993;
Tessler & Goya, 2005) e as diferentes condi¢des climaticas observadas atualmente ao
longo da costa (Araujo, 1998; Scarano, 2002), causadoras de distin¢des na composi¢ao
floristica do cinturdo litoraneo das matas, incluindo a restinga.

O mapa que apresenta a interse¢ao entre os modelos e evidencia as provaveis
areas de refugio que se mantiveram estaveis ao longo do LGM, LIG e no Presente (Fig.
5), demonstram alguns pontos concordantes a outros paleomodelos disponiveis na
literatura. Paleomodelos de estabilidade de &reas testados para anfibios e outros
organismos (Carnaval & Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009) demonstram refligios mais
amplos na por¢do norte da Mata Atlantica. Carnaval & Moritz, (2008), modelaram as
provaveis dreas historicamente estiveis na Mata Atantica, e compararam seus resultados
com estudos paleopalinolégicos, filogeograficos e de areas de endemismo realizados na

Mata Atlantica. Estes autores encontraram um refiigio ao norte do Rio Sao Francisco
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(Reftigio de Pernambuco) e outro localizado ao sul do Rio Sdo Francisco, extendendo-
se até uma pequena porcdo ao sul do Rio Doce (Refigio da Bahia). Foi encontrada
congruéncia entre os modelos por eles obtidos e dados palinolégicos, bem como para
boa parte dos estudos filogeograficos analisados; porém sdo citados estudos que
verificaram sinais de populacdes com colonizagdo antiga ao sul do Rio Doce. Os
modelos obtidos por Carnaval et al., (2009), utilizando trés espécies de anfibios
amplamente distribuidos na Mata Atlantica, mostram resultados semelhantes. Foram
encontrados provdveis dreas estaveis na regidao de Pernambuco, na regido da Babhia,
incluindo 4reas maiores ao sul do Rio Doce. Foi ainda detectada uma provavel area
estdvel na regido de Sao Paulo para uma das espécies, havendo portanto a adi¢do de um
refugio ao sul.

Os reftigios encontrados para A. brunoi encontram-se dentro das dreas estaveis,
propostas como reftigios histéricos na Mata Atlantica. As dreas apontadas como mais
estdveis no presente estudo estdo contidas nos, ja citados, refigios de Pernambuco, uma
drea mais ampla na Bahia e em uma pequena drea localizada no sul do Rio Doce no ES.
Se comparados aos refiigios propostos, encontrados nos trabalhos acima citados, os
refigios de A. brunoi possuem drea reduzida e extremamente relacionada ao litoral, o
que estd de acordo com as caracteristicas da espécie e com sua distribuicdo histdrica..
Uma maior amostragem mostra-se necessdria para verificar claramente as relacdes entre
os modelos produzidos e os padrdes filogeograficos obtidos. Porém, baseando-se em
andlise comparativa dos dois conjuntos de dados, é possivel a formulacao de hipéteses
concordantes: I — Desde o LGM até as condicdes atuais, a drea adequada para a
ocorréncia de A. brunoi encontrada na regido da Bahia, proposta como mais estdvel,
expandiu para o sul chegando até o norte do ES, o que explicaria o clado N encontrado
para essa espécie; I — A julgar pela reduzida drea proposta como estdvel, abaixo da
margem sul do Rio Doce, pode-se inferir que a populacdo de A. brunoi enfrentou um
gargalo populacional,com expansdao demogrifica recente na regido central do ES.
Palma-Silva et al., (2009) atribuiram a regido ao sul do Rio Doce no ES, como area de
provavel refligio para uma espécie de bromélia que também ocorre no litoral. Como ja
citado a por¢ao sul da Mata Atlantica possui relevo mais montanhoso e encostas se
comparada ao norte, onde predominam baixadas. Isso deixa espécies do norte da Mata
Atlantica mais suscetiveis aos eventos de trangressdes marinhas. Na penultima
trangressao pleistocénica os niveis dos mares estiveram cerca de 6 a 10m acima do nivel

atual e na ultima, a até cerca 5.100 a.a, o nivel dos mares esteve cerca de 4 metros acima
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do atualmente observado na costa leste brasileira (Dominguez et al., 1981; Tessler e
Goya, 2005). Esses eventos provavelmente impactaram as planicies litoraneas, atuando
diretamente sobre o ambiente de restinga historicamente ocupado por A. brunoi.

Nao se observou nenhum apontamento indicando a presenca de refigio
histérico na regido da Bacia do Rio Doce em dire¢do ao interior do continente. Porém o
modelo do presente alcancado neste estudo confirma esta como uma drea adequada para
a ocorréncia da espécie. Os dados paleopalinolégicos de Behling (1998), revelaram
indicios de clima seco e reducdo nas matas de galeria para regides de MG, e sua
substituicdo por gramineas e vegetacdo associada ao Cerrado, o que também foi
confirmado pelos modelos de Carnaval & Moritz, (2008). As populagdes do norte do RJ
necessitam de maior amostragem para esclarecimento dos padrdes e relagdes dos
organismos dessa regido com os demais.

Observacgdo similar a feita sobre os modelos de A. brunoi pode ser aplicada
para P. crombiei. A predi¢ao dos modelos parece se aplicar as demais espécies do grupo
signifer e ndo apenas a espécie em questdo. O grupo signifer inclui P. crombiei € mais
treze espécies que distribuem-se desde o estado de Alagoas até o Rio Grande do Sul,
estando a maioria das espécies distribuidas entre os estados da BA, ES MG, RJ e SP
(Nascimento et al., 2005; Frost, 2012). Este grupo representa um complexo de espécies
cripticas, vérias delas simpdtricas (Nascimento et al., 2005; Prado & Pombal Jr., 2005;
Rievers, 2010; Tonini et al., 2011), com modos reprodutivos e ocupagdao do habitat
semelhantes (Pupin et al., 2010) que ocorrem desde o litoral até maiores altitudes no
interior do continente. Mesmo espécies cogenéricas, porém de outros grupos de
espécies, também sdo encontradas ocupando o mesmo ambiente (observacdo pessoal)
que P. crombiei. Essa similaridade de caracteristicas de ocupacdo e a simpatria das
espécies indica a clara possibilidade dos modelos poderem ser aplicados para outras
espécies do género e estarem modelando caracteristicas ambientais comuns a elas.

Essa possibilidade explicaria o fato do modelo do presente ter incluido dreas ao
sul e ao norte da distribuicdo esperada para P. crombiei (Peixoto & Pimenta, 2004;
Frost, 2012). De fato, espécies cogenéricas proximas a ela ocorrem nessa area. O limite
norte observado no modelo de P. crombiei aparece associado ao Rio Mucuri, na BA.
Essa observacdo faz sentido a julgar pela distribui¢do conhecida da espécie. Embora
Peixoto & Pimenta (2004) relatem a distribuicdo de P. crombiei como mais ampla, da
regido de Itabuna, BA, até o sul do ES, ndo sdao encontrados dados na literatura que

demonstrem a ocorréncia dessa espécie além do municipio de Nova Vicosa, extremo sul

42



da Bahia (Almeida et al., 2011; Frost, 2012). E indicado que, o que Peixoto & Pimenta
(2004) consideraram ser P. crombiei, na por¢ao ao norte de Nova Vicosa, sul da Bahia,
tratava-se na verdade de P. camacan Pimenta, Cruz & Silvano, 2005, cuja localidade
tipo € no municipio de Una, BA, e que também pertence ao grupo signifer. Talvez os
limites do plano de fundo usado para o modelo (Itabuna, BA — Cachoeiro, ES) tenham
influenciado esses resultados, amostrando caracteristicas em dreas além da distribuicao
da espécie ao norte, sendo possivel que o modelo fosse mais especifico se o limite norte
do plano de fundo utilizado fosse reduzido a Nova Vigosa, sul da BA, porém, a ja
mencionada, ocorréncia sintopica e simpatrica verificada nas espécies deste género
torna dificil a aplicacdo de um modelo mais especifico dentro desse complexo de
espécies.

Durante o LGM (Figura 5), percebe-se que P. crombiei nio acompanhou o
avango da linha do litoral ao longo da costa a partir da regiao do Rio Doce, diferindo do
encontrado para A. brunoi, o que novamente demonstra diferencas nas exigéncias
ecoldgicas e tolerincia as caracteristicas ambientais observadas entre as duas espécies
deste trabalho. Embora também ocupe as matas no litoral, P. crombiei ndo possui
semelhantes adaptacdes, ja citadas para A. brunoi, que permitam sua vida em ambientes
extremos como as matas abertas de restinga litoraneas. Além disso, mesmo que seja
encontrado reproduzindo-se em dreas abertas e bordas de mata em épocas chuvosa, P.
crombiei € uma espécie associada ao interior de mata (Peixoto & Pimenta, 2004; Pupin
et al, 2010), vivendo comumente no folhico dmido. E possivel que espécies
cogenéricas proximas tenham expandido consideravelmente seu territério durante o
LGM. A drea apontada como adequada durante o LGM incorpora a maior parte da
distribuicao do grupo signifer e talvez possa caracterizar parte da colonizacao histdrica
desse complexo ou sua drea de refigio. H4 a possibilidade de espécies semelhantes
estarem co-existindo nos reftigios, porém ja sendo espécies diferentes.

O LIG representa uma época de condi¢des desfavordveis para a distribuicdo
dessa espécie e, talvez, também para outros Physalaemus do grupo signifer. Areas
distantes da distribuicao histérica dessa espécie, como as observadas no modelo nos trés
tempos para a parte oeste da Mata Atlantica, mesmo que tenham apresentado
caracteristicas viaveis a sobrevivéncia de P. crombiei, dificilmente foram colonizadas
devido a baixa vagilidade da espécie e a presenca de dreas inadequadas entre elas. E
possivel que o refigio de Pernambuco, verificado nos trés tempos do modelo, mostre a

ocupagdo histdrica de P. caete, Pombal & Madureira, 1997, espécie restrita a regido de
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Alagoas, nordeste brasileiro (Frost, 2012). Nascimento et al, (2005), pela andlise de
caracteres morfométricos, apontaram o grupo signifer como monofilético e comentaram
a existéncia de espécies largamente distribuidas e outras de distribui¢do restrita,
pertencentes ao grupo. E sugerido pelo presente trabalho, que P. crombiei seja uma das
espécies de distribuicao restrita desse grupo, com indicios de expansao recente na regiao
central do ES (Figura 3,4 e 7).

Os possiveis refugios encontrados na intersecdo dos modelos (Figura 5)
indicam que as dreas estdveis, com caracteristicas adequadas a ocorréncia da espécie,
permanecem praticamente as mesmas observadas em LIG, porém ainda mais reduzidos.
Diferencas nas exigéncias ecoldgicas e competicdo entre as espécie de Physalaemus
desse grupo devem ser fatores importantes que permitem a colonizacdo de algumas
areas por algumas espécies e ndo por outras cogenéricas. Possivelmente, populacdes
ancestrais isoladas nos reftigios demonstrados tenham se diferenciado ocupando locais
separados, que embora separados, apresentavam caracteristicas semelhantes. Além
disso, ao se observar a recorrente simpatria entre as espécies, hd a possibilidade de que
algumas s6 ndo ocorram em determinadas dreas por nao conseguirem se dispersar.

Além do refigio de Pernambuco, outra congruéncia observada entre as dreas
estdveis encontradas nos modelos para P. crombiei e A. brunoi, é a presenga,
localizagdo e tamanho do refigio ao sul do Rio Doce. Além de ambas as espécies
possuirem compartilhamento de haplétipos semelhante na regidao central do ES, chama
atencdo o fato do grupo signifer possuir distribuicdo muito similar a observada para as
espécies de Aparasphenodon, indicando tolerancia a mudancas ocorridas historicamente
parecidas, lembrando-se ainda que as duas espécies alvo do trabalho compartilham a
caracteristica de ocupar dreas litoraneas até altitudes mais elevadas em matas no
interior.

Apesar dessas similaridades, notam-se algumas limitacdes entre os padrdes
filogeograficos obtidos para P. crombiei e os modelos gerados. Os ramos observados
nas arvores sdo mais longos nas populagdes provenientes dos clados do norte (NP e
NSor) (Figura 3 e 4) que as encontradas no centro do ES (CS). Esse dado contradiz o
modelo que indica que as populagdes do centro do ES persistiram mais que as do norte.
O reduzido refiigio encontrado, também nessa espécie, pode ser indicativo de um
gargalo populacional ocorrido na drea e posterior expansao populacional, apds a volta
de condicdes ideais, o que esta de acordo com a filogenia obtida para o clado CS.

Talvez o modelo nao tenha sido capaz de recuperar o refigio ao norte do Rio Doce,
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devido a heterogeneidade ambiental desses locais, podendo ter ocorrido influéncia da
diferenga amostral entre os clados a norte e sul do rio.

Dada a divergéncia genética encontrada entre populacdes de P. crombiei, pode-
se dizer que estas provavelmente ndo representam apenas uma espécie. Carnaval &
Bates, (2007), encontraram niveis semelhantes de divergéncia nas populacdes
amostradas para Ischnocnema gr. ramagii. Recentemente, Vittorazzi, (2010), em estudo
cromossOmico de diferentes populacdes de P. cuvieri relatou que essas correspondem na
verdade a um complexo de espécies cripticas. O criptismo também € uma caracteristica
observada no grupo signifer tendo sido ja comentada entre P. crombiei e P obtectus
(Santos et al., 2009; Rievers, 2010), ambas ocorrendo nas mesmas regides no ES (Frost,
2012), e recentemente registradas para o PERD, MG (Feio et al., 1998; Rievers, 2010).
Santos et al. (2009), encontrou P. obtectus e Physalaemus sp. (aff. obtectus) em MG,
porém verificou diferencas significativas entre o canto das mesmas, indicando serem
estas espécies distintas. Foram percebidas pelos autores semelhangas entre o canto de
Physalaemus sp. (aff. obtectus) e P. crombiei, podendo este ser mais um local de
ocorréncia simpatrica dessas espécies.

Outra possibilidade € a ocorréncia de P. camacan no norte do ES, além do sul
da Bahia, ja que esta trata-se, também, de uma espécie criptica em relagdo a P. crombiei
(Peixoto & Pimenta, 2004; Pimenta et al., 2005), o que estaria de acordo com a ja
comentada semelhanca das matas de tabuleiro entre o norte do ES e sul da BA.
Portanto, existe a possibilidade de que dois ou mais tdxons do grupo signifer tenham
sido amostrados e empregados no presente estudo como uma mesma espécie. Sendo
assim, € sugerido que o tdxon atualmente reconhecido como P. crombiei no ES,
represente mais que uma unica espécie. Em qualquer caso, um estudo envolvendo
andlises moleculares e morfoldgicas € necessario para o esclarecimento destas questdes

levantadas.
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5. Conclusao

Este estudo adiciona novas informag¢des que contribuem para a compreensao
dos padroes de diversidade de anuros da Mata Atlantica, particularmente para
Aparasphenodon e Physalaemus. E percebido que as duas espécies alvo do trabalho
carecem de informagdes a respeito de sua distribui¢do geografica historica.
Aparasphenodon brunoi, relacionada sempre a matas de restinga, vem tendo crescente
registro em matas de interior em maiores altitudes e Physalaemus crombiei vem tendo
sua drea de ocorréncia ampliada continuamente nos tltimos anos.

A divergéncia genética intraespecifica e os padrdes filogeogréaficos
encontrados sugerem a hipétese de diferenciacdo ao longo de gradientes ecoldgicos, nas
duas espécies. Foram reveladas varias congruéncias no padrdo de distribui¢cdo de ambas
as espécies, que parecem ter alguns mecanismos fisiologicos e reprodutivos que
contribuem para uma menor dependéncia do regime de chuvas. Além disso, o Rio Doce
parece ter representado uma barreira importante ao fluxo génico de P. crombiei € ambas
as espécies apresentaram um refugio pequeno e bem localizado na margem sul do Rio
Doce, revelando uma histéria evolutiva parecida, na regido central do ES, sendo
indicada uma recente expansao populacional para as duas espécies nessa regiao.

Vale ressaltar, que com base na distribui¢do das populagdes e hapldtipos, as
filogenias encontradas e as divergéncias observadas entre clados filogeogréficos, os
resultados preliminares deste estudo apontam para a possivel ocorréncia de espécies
distintas ao norte do Espirito Santo mais sul da Bahia, centro do Espirito Santo, e sul do
ES mais norte do Rio de Janeiro, o que estd de acordo com outros estudos realizados na
Mata Atlantica. Tais limites coincidem com os jé relatados em outros trabalhos (Rizzini,
1967; Coimbra-Filho & Camara, 1996; Costa, 2003; Carnaval et al., 2009; Martins,
2011, Costa & Leite in press). No entanto, maior nimero amostral e comparagdo a
dados morfolégicos mostram-se necessdrios para clara definicdo dos limites

encontrados entre clados e a tomada de decisoes taxondmicas.
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Anexo I

Tabela 1. Indices de diversidade genética obtidos para os marcadores moleculares ND2 ¢ COI em A.
brunoi e P. crombiei

Aparasphenodon brunoi ND2

N H Hd n D Fs

25 19 0,973 0,019 0,0352 +0,013 -1,97433* 0,354
Aparasphenodon brunoi COI

N H Hd n D Fs

22 15 0,952 0,029 0,0462 +0,018 -2,03456* 1,957

Physalaemus crombiei ND2

N H Hd Mn D Fs

40 27 0,967 +0,016 0,053 +0,013 -0,60870 1,953
Physalaemus crombiei COI

N H Hd Mn D Fs

42 17 0,931 +0,018 0,047 0,012 -0.38901 8.977

N — ndmero de amostras; H — nimero de haplotipos; Hd — diversidade haplotipica; m — diversidade
nucleotidica; ; D - D de Tajima (p<0.05%*); Fs — F de FU.

Tabela 2. Indices de divergéncia genética
do marcador molecular ND2 obtido para
os clados de A. brunoi

Aparasphenodon brunoi ND2

Clados DGen. (%) EP
N-C 2,4 10.004
N - MG 2,6 10.005
MG -C 2,4 10.004
N-S 3,9 10.006
MG - S 3,7 10.006
C-S 3,4 10.005
N - S10550 23,8 10.017
MG - S10550 23,6 10.016
C-S510550 24,3 10.017
S -S10550 22,9 10.016

DGen - Divergéncia genética em
porcentagem; EP — Erro Padrdo. Os

clados contém aqueles encontrados e
citados nos resultados
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Tabela 3. indices de divergéncia genética do
marcador molecular COI obtido para os clados
de A. brunoi

Aparasphenodon brunoi COI

Clados DGen. (%) EP
N-C 0,8 +0.003
N - MG 0,6 +0.003
MG-C 1,0 +0.003
N-S 1,2 +0.003
MG -S 1,8 +0.004
C-S 1,9 +0.004
N - S10550 21,5 +0.022
MG - S10550 21,4 +0.022
C-S510550 21,5 +0.022
S-S510550 20,9 +0.021
N - FL10870 22,1 +0.021
MG - FL10870 22,1 +0.021
C - FL10870 22,2 +0.021
S-FL10870 22,1 +0.021
$10550 - FL10870 25,8 +0.023
FL10870 - FL10871 13,2 +0.015
N - FL10871 7,8 +0.012
MG - FL10871 7,9 +0.012
C- FL10871 8,3 +0.012
S-FL10871 8,7 +0.012
$10550 - FL10871 23,6 +0.022

DGen — Divergéncia genética em porcentagem;
EP — Erro Padrdo. Os clados contém aqueles
encontrados e citados nos resultados



Tabela 4. Indices de divergéncia genética dos marcadores moleculares ND2 e COI obtidos para os clados
de P. crombiei

Physalaemus crombiei ND2

Clados DGen, (%) EP
PN - NSOr 14,3 10,014

PN - CS 18,6 +0,016
NSO - CS 17,8 +0,015

Physalaemus crombiei COI

Clados DGen, (%) EP
PN - NSOr 9,8 +0,012

PN - CS 18,4 +0,019
NSO - CS 17,2 +0,018

DGen — Divergéncia genética em porcentagem; EP — Erro Padrio. Os clados contém aqueles encontrados
e citados nos resultados

Tabela 5. Estimativas do tempo de divergéncia entre os clados encontrados para o gene ND2 em A.
brunoi e P. crombiei. O Relégio Molecular foi calibrado para 0,957% muta¢des por milhdes de anos
seguindo Crawford, (2003)

Aparasphenodon brunoi ND2

Clados Td estimado
N-C 2,00 (0,94-3,65)
C-MG 1,84 (0,89-3,33)
S-C 3,14 (1,55-5,75)
Physalaemus crombiei ND2
NP — NSOr 6,75 (3,25-9,71)
CS—NSOr + NP 11,39 (5,69-15,82)

Os clados encontrados para o gene ND2 citados no texto. Td extimado = Tempo de divergéncia estimado
e intervalo de confianga 95%.
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Tabela 6. Localidades amostradas para A. brunoi, hapldtipos provenientes das amostras obtidas e
coordenadas empregadas nos modelos

Aparasphenodon brunoi

Haplétipo Localidade Latitude Longitude
JFT486 -20,1025 -40,1833
JFT523 Costa Bela, Serra, ES -20,1025 -20,1025
JFT705 -20,1025 -20,1025
JFT727 -20,1025 -20,1025
JFT835 FLONA do Rio Preto, Concei¢do da Barra, ES -18,3553 -39,8442
LGA3616 ReBio Cdérrego do Veado, Pinheiros, ES -18,3707 -40,1417
CFBHO3 -19,7680 -40,1764
CFBHO4 -19,7680 -40,1764

Aracruz, ES
CFBH46 -19,7680 -40,1764
CFBH48 -19,7680 -40,1764
CFBH378 Setiba, Guarapari, ES -20,5919 -40,4002
CFBH379 -20,5919 -40,4002
CFBH4123  Caraiva, BA -16,45 -39,065
CFBH7693  Prado, BA -17,1318 -39,3519
CFBH8322 -22,9619 -42,8691
CFBH8334  Restinga de Marica, Maric3, R -22,9619 -42,8691
CFBH10550 -22,9619 -42,8691
CFBH9042 ReBio Companhia Vale do Rio Doce, Linhares, ES -19,1606 -39,9928
CFBH9216 Fazenda Luzitania, Linhares, ES -19,3911 -40,0722
CFBH10449 Lagoa do Gomes, Municipio de Marataizes, ES -21,0000 -40,8238
CFBH10869 -19,4362 -40,0768
CFBH10870 FLONA de Goytacazes, Linhares, ES -19,4362 -40,0768
CFBH10871 -19,4362 -40,0768
MTR17572 -19,5388 -42,5458
MTR17615 PERD, Marliéria, MG -19,5388 -42,5458
MTR17693 -19,5388 -42,5458
D.S. Porto Seguro, BA -16,4497 -39,0647
D.S. Conceigdo da Barra, ES -18,5933 -39,7322
D.S. Guriri, ES -18,7161 -39,8588
D.S. Linhares, ES -19,3911 -40,0722
D.S. Vitéria, ES -20,3194 -40,3377
D.S. [tapemirim, ES -21,0111  -40,8338
D.S. Guanabara, RJ -22,9028 -43,2075
D.S. Grumari, RJ -22,9030 -43,2075
D.S. Ubatuba, SP -23,4302 -45,0697

D.S. — Pontos de dados secunddrios empregados nos modelos. Encontrados em bases de dados online e
trabalhos cientificos. Sigla dos haplétipos referentes a tabela 6: JFT — Jodo Filipe Tonini (Colecdo de
tecidos e DNA da UFES); LGA — Laboratorio de Genética Animal (UFES); CFBH — Célio Fernando
Baptista Haddad (UNESP) e MTR - Miguel Trefaut Rodrigues (USP).
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Tabela 7. Localidades amostradas para P. crombiei, hapldtipos provenientes das amostras obtidas e
coordenadas empregadas nos modelos

Physalaemus crombiei

Haplétipo Localidade Latitude Longitude
JFT722 -19,9600 -40,5200
JFT752 -19,9600 -40,5200
JFT753 -19,9600 -40,5200
JFT754 -19,9600 -40,5200
JFT786 -19,9600 -40,5200
IFT787 Rec. Da Preguica, Santa Teresa, ES -19,9600  -40,5200
JFT788 -19,9600 -40,5200
JFT789 -19,9600 -40,5200
JFT790 -19,9600 -40,5200
JFT791 -19,9600 -40,5200
JFT793 -19,9600 -40,5200
JFT794 -19,9600 -40,5200
JFT700 -20,1025 -40,1833
JFT701 -20,1025 -40,1833
JFT702 -20,1025 -40,1833
JFT703 Costa Bela, Serra, ES -20,1025 -40,1833
JFT715 -20,1025 -40,1833
JFT730 -20,1025 -40,1833
JFT731 -20,1025 -40,1833
JFTO02 -20,2811 -40,5219
JFT22 -20,2811 -40,5219
JFT180 Duas Bocas, Cariacica, ES -20,2811  -40,5219
JFT204 -20,2811 -40,5219
JFT205 -20,2811 -40,5219
JFT232 -20,2811 -40,5219
LGA3602 -18,3707 -40,1417
LGA3603 -18,3707 -40,1417
LGA3604 ReBio Cérrego do Veado, Pinheiros, ES -18,3707 -40,1417
LGA3605 -18,3707 -40,1417
LGA3644 -18,3707 -40,1417
CFBH5899 -19,2272 -39,9729
CFBH5900 Sooretama, ES -19,2272 -39,9729
CFBH5993 -19,2272 -39,9729
CFBH5988 Santa Teresa, ES -19,9591 -40,5402
CFBH9051 -19,58 -39,7908
CFBH9061 Plantacdo de Cacau - Povoagao, Linhares, ES -19,58 -39,7908
CFBH9075 -19,58 -39,7908
CFBH12372 -19,7805 -40,5083
CFBH12373 -19,7805 -40,5083
CFBH12374 ReBio Augusto Ruschi, Santa Teresa, ES -19,7805 -40,5083
CFBH12375 -19,7805 -40,5083
CFBH12376 -19,7805 -40,5083
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CFBH12377 -19,7805 -40,5083
CFBH12378 -19,7805 -40,5083
CFBH12396 -19,7805 -40,5083
D.S. Concei¢do da Barra, ES -18,5933 -39,7322
D.S. Linhares, ES -19,3911 -39,9333
D.S. Linhares, ES -19,3911 -40,0722
D.S. Aracruz, ES -19,8202 -40,2733
D.S. Nova Lombardia, Santa Teresa, ES -19,9358 -40,6002
D.S. Fundao, ES -19,9325 -40,4066
D.S. Castelo, ES -20,6036 -41,1847
D.S. Anchieta, ES -20,8058 -40,6455
D.S. Cachoeiro de Irapemirim, ES -20,8333 -41,0666

D.S. — Pontos de dados secundarios empregados nos modelos. Encontrados em bases de dados online e
trabalhos cientificos. Sigla dos haplétipos referentes a tabela 7: JFT — Jodo Filipe Tonini (Colecdo de
tecidos e DNA da UFES); LGA — Laboratério de Genética Animal (UFES); CFBH — Célio Fernando

Baptista Haddad (UNESP).
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Figura 1. Relacdes filogenéticas das populacdes de A. brunoi amostradas, obtidas para o marcador
molecular ND2. Os * indicam suporte superior a 95% na bayesiana e 90% na verossimilhanca. Grupo
externo nio demonstrado. As cores referem-se aos pontos exibidos nos mapas (Figuras 5 e 6).
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Figura 2. Relacdes filogenéticas das populagdes de A. brunoi amostradas, obtidas para o marcador
molecular COIL. Os * indicam suporte superior a 95% na bayesiana e 90% na verossimilhanca. Grupo
externo nio demonstrado. As cores referem-se aos pontos exibidos nos mapas (Figuras 5 e 6).
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Figura 3. Relacdes filogenéticas das populacdes de P. crombiei amostradas, obtidas para o marcador
molecular ND2. Os * indicam suporte superior a 95% na bayesiana e 90% na verossimilhanga. Grupo
externo nio demonstrado. As cores referem-se aos pontos exibidos nos mapas (Figura 5 e 7).
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Figura 4. Relacdes filogenéticas das populagdes de P. crombiei amostradas, obtidas para o marcador
molecular COL. Os * indicam suporte superior a 95% na bayesiana e 90% na verossimilhanca. Grupo
externo nio demonstrado. As cores referem-se aos pontos exibidos nos mapas (Figura 5 e 7).
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Figura 5. Mapas dos modelos de distribui¢do sob as condicdes atuais, durante o LGM, e LIG para A.
brunoi e P. crombiei. Os tridngulos vermelhos representam os pontos de onde se obteve hapldtipos no
presente trabalho e os circulos azuis correspondem a registros de presenca obtidos em bases de dados
online e trabalhos cientificos, ambos utilizados nos modelos.
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Figura 6. Mapa de interse¢do entre os modelos, indicando os provaveis reflgios para A. brunoi.
Triangulos amarelos correspondem aos locais origindrios do clado norte (N), os vermelhos do clado de
Minas Gerais (MG) e os verdes dos clados mais ao sul (S e S10550).
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Figura 7. Mapa de intersecdo entre os modelos, demonstrando os provaveis refiigios para P. crombiei.
Triangulos amarelos representam a localidade do clado de Pinheiros, ES (NP), o vermelho do clado DE
Sooretama, ES (NSor) e os azuis correspondem as localidades dos haplétipos do clado centro-sul (CS).
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Figura 8. Rede de relagdes haplotipicas para o gene ND2 em A. brunoi. ------ (~0,5cm) Equivale a uma

mutacdo. Circulos amarelos correspondem a haplétipos. Circulos vermelhos representam haplétipos ndo
amostrados. Linhas tracejadas indicam conexdes incertas entre os hapldtipos de alta divergéncia.

Hap_1: 1 [Ab_CFBH4123_Caraiva_BA]

Hap_2:
Hap_3:
Hap_4:
Hap_5:
Hap_6:
Hap_7:
Hap_8:

Hap_9:

1

1

1

1

[Ab_CFBH7693_Prado_BA]
[Ab_JFT835_Flona_C.barra_ES]
[Ab_LGA3616_Pinheiros_ES]

[Ab_CFBH10869_FlonaGoyt ES_ES]

[Ab_CFBH9042_CVRD_Linhares_ES]
[Ab_CFBH9216_Linhares ES; Ab_CFBH48_Aracruz_ES]

[Ab_CFBHO3_Aracruz_ES]

Hap_10: 1 [Ab_CFBH46_Aracruz_ES]

Hap_11: 1 [Ab_JFT523_Serra_ES_]

Hap_12: 1 [Ab_JFT705_Serra_ES_]

Hap_13: 1 [Ab_JFT727_Serra_ES_]

Hap_14: 2 [Ab_CFBH378_Setiba_ES; Ab_CFBH379_Setiba_ES]

Hap_15: 1 [Ab_CFBH10449_Marataizes ES]

[Ab_CFBH1870_FlonaGoyt ES; Ab_CFBHO04_Aracruz_ES; Ab_JFT486_Serra_ES]

Hap_16: 3 [Ab_MTR17572_MG; Ab_MTR17615_MG; Ab_MTR17693_MG]
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Hap_17: 1 [Ab_CFBH8322_ MaricahR]J]
Hap_18: 1 [Ab_CFBHS8334_Maricah RJ]

Hap_19: 1 [Ab_CFBH10550_Maricah RJ]

Figura 9. Rede de relagdes haplotipicas para o gene COI em A. brunoi. ------ (~0,5cm) Equivale a uma
mutacdo. Circulos amarelos correspondem a haplétipos. Circulos vermelhos representam haplétipos ndo
amostrados. Linhas tracejadas indicam conexdes incertas entre os hapldtipos de alta divergéncia.

Hap_1: 3 [Ab_CFBH4123_Caraiva BA; Ab_CFBH7693_Prado BA; Ab_JFT835_FLONA_C.da
Barra ES]

Hap_2: 1 [Ab_LGA3616_Pinheiros ES]

Hap_3: 1 [Ab_MTR17572_PERD MG]

Hap_4: 2 [Ab_MTR17615_PERD MG ; Ab_MTR17693_PERD MG]

Hap_5: 1 [Ab_CFBH9042_CVRD_Linhares ES]

Hap_6: 1 [Ab_CFBHI10870_FLONAGoyt ES]

Hap_7: 1 [Ab_CFBHI10871_FLONAGoyt ES]

Hap_8: 4 [Ab_CFBHO4_Aracruz ES; Ab_CFBH46_Aracruz ES; Ab_CFBH48_Aracruz_ES;
Ab_JFT486_Serra ES]

Hap_9: 1 [Ab_JFT705_Serra ES]

Hap_10: 1 [Ab_JFT727_Serra ES]

Hap_11: 2 [Ab_CFBH378_Setiba ES; Ab_CFBH379_Setiba ES]

Hap_12: 1 [Ab_CFBH10449_Marataizes ES]

Hap_13: 1 [Ab_CFBH8334_MaricahRJ]

Hap_14: 1 [Ab_CFBH8322_MaricahRJ]
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Hap_15: 1 [Ab_CFBH10550_Maricah RJ]
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Figura 10. Rede de relacdes haplotipicas para o gene ND2 em P. crombiei. ------ (~0,5cm) Equivale a

uma mutagdo. Circulos amarelos correspondem a haplétipos. Circulos vermelhos representam haplétipos
ndo amostrados. Linhas tracejadas indicam conexdes incertas entre os haplétipos de alta divergéncia.

Hap_1:2 [Pc_LGA3602_Pinheiros ES; Pc_LLGA3644_Pinheiros ES]

Hap_2: 1 [Pc_LGA3603_Pinheiros ES]

Hap_3: 1 [Pc_LGA3605_Pinheiros ES]

Hap_4: 1 [Pc_CFBH5899_Sooretama ES]

Hap_5: 1 [Pc_CFBHS5900_Sooretama ES]

Hap_6: 1 [Pc_CFBHS5993_Sooretama ES]

Hap_7: 1 [Pc_CFBH9051_Linhares ES]

Hap_8: 1 [Pc_CFBH9061_Linhares ES]

Hap_9: 1 [Pc_CFBH9075_Linhares ES]

Hap_10: 1 [Pc_CFBHS5988_Sta_Tereesa ES]

Hap_11: 4 [Pc_CFBH12372_Sta_Teresa ES; Pc_CFBH12373_Sta_Teresa ES;
Pc_CFBH12377_Sta_Teresa ES; Pc_JFT722_Sta_Teresa ES]

Hap_12: 2 [Pc_CFBHI12374_Sta_Teresa ES; Pc_JFT232_Cariacica ES]

Hap_13: 1 [Pc_CFBH12375_Sta_Teresa ES]

Hap_14: 6 [Pc_JFT787_Sta_Teresa ES; Pc_JFT786_Sta_Teresa ES; Pc_JFT788_Sta_Teresa ES;
Pc_JFT789_Sta_Teresa ES; Pc_JFT702_Serra_ES; Pc_JFT731_Serra_ES_]

Hap_15: 1 [Pc_JFT754_Sta_Teresa ES]

Hap_16: 1 [Pc_JFT752_Sta_Teresa ES]
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Hap_17: 2 [Pc_JFT790_Sta_Teresa ES; Pc_JFT793_Sta_Teresa ES]
Hap_18: 1 [Pc_JFT791_Sta_Teresa ES]
Hap_19: 1 [Pc_JFT794_Sta_Teresa ES]
Hap_20: 1 [Pc_JFT700_Serra ES]
Hap_21: 2 [Pc_JFT701_Serra ES; Pc_JFT715_Serra ES]
Hap_22: 1 [Pc_JFT703_Serra ES]
Hap_23: 1 [Pc_JFT730_Serra ES]
Hap_24: 1 [Pc_JFT02_Cariacica ES]
Hap_25: 1 [Pc_JFT22_Cariacica ES]
Hap_26: 1 [Pc_JFT180_Cariacica ES]
Hap_27: 2 [Pc_JFT204_Cariacica ES; Pc_JFT205_Cariacica ES]
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Figura 11. Rede de relagdes haplotipicas para o gene COI em P. crombiei. ------ (~0,5cm) Equivale a

uma mutacdo. Circulos amarelos correspondem a haplétipos. Circulos vermelhos representam haplétipos
nao amostrados. Linhas tracejadas indicam conexdes incertas entre os hapldtipos de alta divergéncia.

Hap_1: 4 [Pc_LGA3644_Pinheiros ES; Pc_LGA3605_Pinheiros ES; Pc_LLGA3604_Pinheiros ES;
Pc_LLGA3602_Pinheiros_ES]

Hap_2: 1 [Pc_LGA3603_Pinheiros ES]

Hap_3: 1 [Pc_CFBH5899_Sooretama ES]

Hap_4: 1 [Pc_CFBH5900_Sooretama ES]

Hap_5: 6 [Pc_CFBH5993_Sooretama_ES; Pc_CFBH12377_Sta_Teresa ES; Pc_JFT793_Sta_Teresa
ES; Pc_JFT794_Sta_Teresa ES; Pc_JFT731_Serra_ES; Pc_JFT715_Serra_ES]

Hap_6: 3 [Pc_CFBH9051_Linhares ES; Pc_CFBH9061_Linhares ES; Pc_JFT722_Sta_Teresa ES]
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Hap_7: 6 [Pc_CFBH9075_Linhares ES; Pc_CFBH12374_Sta_Ter ES; Pc_CFBH12376_Sta_Ter ES;
Pc_JFT700_Serra_ES; Pc_JFT703_Serra_ES; Pc_JFT232_Cariacica ES]

Hap_8: 1 [Pc_CFBH5988_Sta_Teresa ES]

Hap_9: 2 [Pc_CFBHI12372_Sta_Teresa ES; Pc_CFBH12375_Sta_Teresa ES]

Hap_10: 6 [Pc_CFBHI12373_Sta_Teresa_ES; Pc_JFT754_Sta_Teresa ES; Pc_JFT787_Sta_Teresa
ES; Pc_JFT788_Sta_Teresa ES; Pc_JFT790_Sta_Teresa ES; Pc_JFT791_Sta_Teresa ES]

Hap_11: 1 [Pc_CFBH12396_Sta_Teresa ES]

Hap_12: 2 [Pc_JFT752_Sta_Teresa ES; Pc_JFT730_Serra_ES_]

Hap_13: 1 [Pc_JFT789_Sta_Teresa ES]

Hap_14: 2 [Pc_JFT701_Serra_ES; Pc_JFT702_Serra_ES_]

Hap_15: 2 [Pc_JFT02_Cariacica_ES; Pc_JFT180_Cariacica_ES

Hap_16: 1 [Pc_JFT22_Cariacica_ES

Hap_17: 2 [Pc_JFT204_Cariacica_ ES; Pc_JFT205_Cariacica_ES
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Anexo I1

Perfil de PCR para o gene ND2 foi a mesma para as duas espécies:

1x 94°C — Smin

40x 94°C - 30seg / 51°C — 30seg / 72°C — 45seg

1x 72°C — 10min

Primers ND2:

ND2ELEUF1(5-CACCCACGMGCCATTGAAGC-3)
ND2ALAR(5-TAAAGTGTCTGAGTTGCATTCA-3)

Mix de PCR - ND2:

9,05u I - Agua; 1,25u 1 — Buffer; 0,5 u I - MgCly; 0,25 u1 —dNTPs; 0,15 p 1 de cada
primer; 0,15 p 1 — Taq Polimerase.

Perfil de PCR do gene COI para A. brunoi:

1x 94°C — Smin

40x 94°C - 30seg / 47°C — 45seg / 72°C — 1minl5seg
1x 72°C — 10min

Perfil de PCR do gene COI para P. crombiei:

1x 94°C — Smin

40x 94°C — 30seg / 45°C — 30seg / 72°C — 45seg

1x 72°C — 10min

Primers COI:

LCO 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3'
HCO 5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3'

Mix de PCR - COI para A. brunoi:
8,22u 1 — Agua; 1,25u 1 — Buffer; 0,5 p 1 - MgCly; 0,25 p1 —dNTPs; 0,25 u 1 de cada
primer; 0,15 p 1 — Taq Polimerase; 0,62 u 1 — DMSO.

Mix de PCR - COI para P. crombiei:
9,05u I — Agua; 1,25u I — Buffer; 0,5 u 1 - MgCl;; 0,25 p 1 — dNTPs; 0,15 p 1 de cada
primer; 0,15 p 1 — Taq Polimerase.

Grupo externo para A. brunoi (espécie e nimero do GenBank):
Hypsiboas faber - F1502745.1 — ND2
Anura sp. - HQ987356.1 - COI

Grupo externo para P. crombiei (espécie e nimero do GenBank):
Thoropa miliares - GQ174946.1 — ND2
Epipedobates hahneli - DQ502717.1 - COI
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