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RESUMO

A diversificacdo em anuros endémicos da Mata Atlantica muitas vezes € associado a alta
especificidade ambiental das espécies e isolamento de populacbes em areas elevadas. Este € 0 caso
dos sapos miniaturizados do género Brachycephalus, cujo grande numero de espécies descritos nos
ultimos anos sugere uma interessante histdria evolutiva ainda ndo bem compreendida. Até o
momento, com excecdo das quatro espécies de sapos-pulga que ndo constituem um grupo
monofilético, dois grupos de espécies podem ser considerados dentro de Brachycephalus: o grupo
de B. ephippium e o grupo de B. pernix. Recentemente, Brachycephalus actaeus, uma nova especie
do grupo de B. pernix foi encontrada no litoral nordeste de Santa Catarina, juntamente com
populacdes diferenciadas fenotipicamente e com baixa divergéncia genética, o que faz dele um bom
modelo para investigar os processos de diferenciacdo desde o nivel populacional a especiacao.
Nesse sentido, este projeto pretende contribuir para o aprimoramento da taxonomia e do
conhecimento dos processos evolutivos envolvidos na especiagdo do grupo de Brachycephalus

pernix.
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INTRODUCAO

O Dominio da Mata Atlantica abriga grande riqueza de espécies endémicas de anuros (cerca de
90% das espécies), consequéncia da complexidade topografica que proporciona alta
heterogeneidade de ambientes ao longo da regido costeira, ou seja, areas Umidas que Sao essenciais

para esse grupo de organismos (Haddad et al., 2013). A diversidade ambiental favorece
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especializacbes ecologicas, 0 que potencializa a diversificacdo de espécies, muitas vezes
beneficiadas pelo isolamento em regides elevadas das montanhas e decorrente interrupgdo do fluxo
de genes (Cruz & Feio, 2007).

O género Brachycephalus possui 36 espécies (Frost, 2018), é endémico da Mata Atlantica
brasileira e é conhecido principalmente por apresentar espécies miniaturizadas (Clemente-Carvalho
et al., 2009) que, geralmente, exibem coloracbes vibrantes e que podem estar associadas ao
aposematismo (Pires et al., 2005). A maioria das espécies de Brachycephalus ocorre em éareas
elevadas nos complexos de montanhas na Serra do Mar, mas também em &reas da Serra da
Mantiqueira, nas Serras do Leste Catarinense e na Serra do Rio de Contas (IBGE 2010; Condez,
2014; Bornschein et al., 2016a). Sua distribuicdo compreende os estados da Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina (Bornschein et al., 2016a).

Até 0 momento, com excecdo das quatro espécies de sapos-pulga que ndo sdo atribuidas a
nenhum grupo, dois grandes grupos podem ser considerados dentro de Brachycephalus: o grupo de
B. ephippium e o grupo de B. pernix (Ribeiro et al., 2015; Monteiro et al., 2018). O grupo de B.
pernix abrange 19 espécies distribuidas desde o sul de S&o Paulo até o centro-leste de Santa
Catarina (Bornschein et al., 2016a), a saber: B. actaeus, B. albolineatus, B. auroguttatus, B.
boticario, B. brunneus, B. coloratus, B. curupira, B. ferruginus, B. fuscolineatus, B. izecksohni, B.
leopardus, B. mariaeterezae, B. mirissimus, B. olivaceus, B. pernix, B. pombali, B. quiririensis, B.
tridactylus e B. verrucosus. A grande diversidade deste grupo foi revelada nos ultimos trés anos,
quando foram descritas 11 espécies (Ribeiro et al., 2015; Pie & Ribeiro, 2015; Bornschein et al.,
2016b; Ribeiro et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Pie et al., 2018).

Muitas dessas espécies novas do género foram descritas recentemente, sendo a diagnose
principalmente baseadas em coloracdo. Porém, o polimorfismo de cor encontrado dentro da espécie
Brachycephalus actaeus (Monteiro, 2017) sugere que este carater pode nao ser adequado para a
separacao entre espécies, principalmente espécies que podem ser aposematicas (Pires et al., 2005).
Além disso, hd uma confusdo de termos morfoldgicos para a determinacgéo de diagnoses especificas
(Condez et al., 2017), sugerindo que a taxonomia do grupo precisa ser cuidadosamente revisada.
Para a hipdtese de novas espécies seria desejavel buscar uma abordagem taxondmica mais
completa, abrangendo diferentes linhas de evidéncia (e.g., morfologia externa e interna, bioacustica,
evidéncia molecular; Dayrat, 2005).

A utilizacdo de amostras de sequéncia de DNA cada vez mais vem proporcionando evidéncias
consistentes para corroborar a delimitacdo de espécie com taxonomia complexa. Estudos com
inferéncia filogenética para recuperar as relacdes internas do género Brachycephalus séo recentes e

abordam menos da metade das especies atuais (Clemente-Carvalho et al., 2011; Padial et al., 2014),



sendo que poucas espécies possuem informacgdes moleculares em suas descricdes (Condez et al.,
2016; Ribeiro et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Pie et al., 2018).

A delimitacéo de espécies no grupo de Brachycephalus pernix foi realizada por Firkowski et al.
(2016), onde as espécies descritas por Ribeiro et al. (2015) e Pie & Ribeiro (2015) foram
suportadas. Contudo, h4 uma necessidade de revisdo dos limites especificos abordando uma maior
representatividade do género e adicionando-se evidéncias além dos dados moleculares, pois
dependendo da abordagem utilizada pode-se comprometer negativamente os resultados da anélise
de limites especificos, levando a uma compreensao ofuscada da diversidade (Carstens et al., 2013;
Jackson et al., 2017). Ao testarmos o posicionamento de Brachycephalus actaeus em uma arvore
filogenética com alta representatividade do género (Monteiro et al., 2018), evidéncias moleculares
mostraram baixo suporte entre algumas espécies do grupo de B. pernix e baixa distancia genética
entre varios taxons com base em loci mitocondrial (16S). Como resultado, muitas espécies
atualmente validas ndo sdao monofiléticas, o que sugere a existéncia de espécies com polimorfismo
de cores, e consequentemente uma superestimativa da diversidade do grupo.

As espécies que exibem polimorfismo de cores sdo um interessante sistema para estudar forcas
microevolutivas que mantém a variacdo genética de populacdes (Hoffman & Blouin, 2000). Este € o
caso de muitas espécies de anuros para as quais se sabe pouco sobre a heranca e manutencdo
seletiva de polimorfismos (Hoffman & Blouin, 2000; Rojas, 2016). O polimorfismo parece ser
comum em espécies aposematicas, como verificado, por exemplo, em Oophaga pumilio (Wang &
Shaffer, 2008), Oophaga granulifera (Brusa et al., 2013), Adelphobates galactonotus (Hoogmoed
& Avila-Pires, 2012) e Ranitomeya imitator (Twomey et al., 2015). A evolucdo de diferentes
fendtipos em uma mesma espécie pode atuar através de fatores ambientais e/ou genéticos, ou seja,
em funcdo de sinais antipredatdrios, na selecdo sexual, na deriva genética, na selecao natural, e/ou a
combinacdo desses e outros fatores adicionais (Brusa et al., 2013). Atualmente, € possivel acessar 0
gendtipo onde se pode localizar genes que fornecem informagbes sobre mecanismos que
contribuem para a expressédo da coloragéo, por exemplo (Larson et al., 2013).

Diante deste cenario, onde coloracdo pode ser variacdo intraespecifica e ndo caracteristica
diagnostica entre espécies, se faz necessario um melhor entendimento da real diversidade fenotipica
dentro do que denominamos “espécies” em Brachycephalus e o conhecimento sobre os padrbes de
distribuicdo desses organismos. Para isso, metodos moleculares devem auxiliar na investigacao das
relagcdes no género, usando amostragem em nivel populacional e especifico (e.g., Brusa et al., 2013;
Chan et al., 2017; Roland et al., 2017). Além disso, Brachycephalus apresenta espécies cripticas e
conspicuas que quando comparadas podem ajudar na busca por genes que expressam a coloragéo,

ainda nao estudados no género e muito pouco estudados em Anura.



JUSTIFICATIVA

Expedicdes recentes realizadas no litoral nordeste de Santa Catarina revelaram uma nova
espécie de Brachycephalus (Monteiro et al., 2018) e apontam para a existéncia de outras populacoes
fenotipicamente diferentes em uma pequena area geografica (Monteiro, 2017). A possivel variagdo
fenotipica apresentada nestas populacdes chama a atencdo para especies ja descritas em condicdes
similares e salienta a complexidade em se determinar uma unidade taxonémica no género. Além
disso, muitas populacdes com variacdo fenotipica estdo sendo encontradas ao longo da distribuicéo
do género e ainda ndo héa estudos enfocando essas variagdes fenotipicas (T.H. Condez, comunicacao

pessoal).

A auséncia de estrutura genética em loci mitocondrial pode ser explicada através do
processo de introgressao (Condez, 2014; Pennisi, 2016; e.g., Sequeira et al., 2011; Medina et al.,
2013), ou por uma radiagdo adaptativa recente (Brusa et al. 2013; Tarvin et al., 2017). Ao mesmo
tempo, a verificacdo da existéncia de fluxo génico entre as populacOes, aliada ao entendimento
biogeografico e a correlacdo com a origem dos ambientes montanhosos e ilhas, sdo temas a serem
explorados. Assim, se fazem necessarias abordagens integrativas mais profundas em nivel
taxondmico, genético e ecoldgico, para uma melhor compreensdo dos fatores evolutivos que

influenciaram e estruturaram a diversidade genética.

Estas descobertas sdo especialmente significativas para o entendimento da taxonomia do
género Brachycephalus, principalmente em regiGes onde novas espécies estdo sendo descritas
(Ribeiro et al., 2015; Pie & Ribeiro, 2015; Bornschein et al., 2016b; Ribeiro et al., 2017; Monteiro
et al., 2018). A possivel presenca de populacdes com polimorfismo de cores em uma area
geografica relativamente peguena representa uma oportunidade Unica para avaliar o papel das
pressOes de selecdo que atuam na diversificacdo da coloragdo. Nosso esforgo sera pioneiro para o
entendimento da expressdo génica no género visando marcadores que ndo sdo relacionados a

ecologia quimica.

O aumento no numero de estudos acerca do género Brachycephalus é crucial para
estratégias e praticas de conservacdo, visto que a distribuicdo restrita pode potencializar o grau de
ameaca (e.g., B. pernix; MMA, 2014). Dessa forma, tendo em vista a distribuicdo restrita e as
ameagcas a que estdo sujeitas as espécies, como a perda e modificacdo de habitat, por exemplo, ha
necessidade de estudos mais completos para o entendimento dos processos evolutivos encontrados

em Brachycephalus.

OBJETIVOS



Este projeto pretende aprofundar o conhecimento da taxonomia e dos processos
evolutivos envolvidos na especiacdo do grupo de Brachycephalus pernix, com 0s seguintes
objetivos especificos:

(1)  Estabelecer areas potenciais para o encontro de novas populacdes de Brachycephalus.

(2)  Avaliar o status taxonémico das populacdes de Brachycephalus spp. encontradas na
Serra do Sai, litoral nordeste de Santa Catarina, através da investigacdo de caracteres
morfoldgicos, bioacusticos e moleculares.

(3)  Explorar os mecanismos de variacdo genotipica que poderiam explicar a diversidade de
cores nas populacbes de Brachycephalus spp. encontradas na Serra do Sai litoral, nordeste
de Santa Catarina.

(4)  Realizar uma revisdo taxonémica das espécies do grupo de Brachycephalus pernix, com
a intencdo de reavaliar a diversidade e aprimorar o conhecimento sobre este grupo de

espécies.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo. A area de estudo abrangerd a area de ocorréncia do género Brachycephalus

compreendendo desde o sul do estado da Bahia até o centro-leste do estado de Santa Catarina. O
maior investimento em expedicdes a campo envolve os estados de Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina, onde estdo distribuidas as espécies do grupo de Brachycephalus pernix (Figura 1).

Espécies do estudo. O trabalho de campo sera realizado nos primeiros trés anos do projeto visando
coletar pelo menos 20 espécimes de cada uma das 19 espécies ja descritas do grupo de
Brachycephalus pernix para compor material de analise: B. actaeus, B. albolineatus, B.
auroguttatus, B. boticario, B. brunneus, B. coloratus, B. curupira, B. ferruginus, B. fuscolineatus,
B. izecksohni, B. leopardus, B. mariaeterezae, B. mirissimus, B. olivaceus, B. pernix, B. pombali, B.
quiririensis, B. tridactylus e B. verrucosus. As demais espécies do género Brachycephalus serdo
coletadas (maximo 10 individuos por espécie) caso seja necessario para comparacdes morfoldgicas,
osteoldgicas, bioacusticas e moleculares, visto que, vamos priorizar espécimes de colecdes
cientificas. Também, poderdo haver coletas de familias relacionadas (Brachycephalidae, Bufonidae,
Centrolenidae, Ceratophrydae, Carugastoridae, Cycloramphidae, Dendrobatidae, Hemiphractidae,
Hylidae, Hylodidae, Leptodactylidae, Phyllomedusidae, Odontophrynidae e Microhylidae; maximo
cinco individuos por espécie, se houver necessidade). A inclusdo de espécimes de outras familias é
fundamental para que uma hipotese filogenética contundente seja gerada para realizar a revisdo do
grupo de Brachycephalus pernix. Quanto a esses tdxons, ndo serdo coletadas espécies ameacadas de
extingdo segundo as listas vermelhas internacionais, nacionais e estaduais. As séries-tipo dos

espécimes serdo analisadas através de visitas as colegdes zoologicas (Museu de Histdria Natural



Capéo da Imbuia, Museu Nacional do Rio de Janeiro e Museu de Zoologia da Universidade de Sao
Paulo) ou, quando possivel, através de empréstimos de material das cole¢des. As amostras de tecido
para extragdo de DNA serdo obtidas através da coleta de material topotipico.

Sao Paulo

Santa Catarina

Google Earth b
Figura 1. Mapa de distrbui(;éo das espécies do grupo de Brachycephalus pernix nos
estados de S&o Paulo, Parana e Santa Catarina.

Coleta e preservacdo do material. A procura por espécimes sera visual e auditiva (adaptado de

Crump & Scott, 1994 e Zimmerman, 1994). Os individuos coletados serdo eutanasiados em

lidocaina 5%, fixados em formaldeido 10% e preservados em etanol 70%. Amostras de musculo e

figado serdo extraidas, individualizadas e armazenadas em etanol para anélises de DNA, antes da

fixacdo em formaldeido. Os espécimes coletados serdo depositados na cole¢do de anfibios Célio F.

B. Haddad (CFBH), Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual

Paulista, Rio Claro, S&o Paulo, Brazil.

As coletas no estado de S&o Paulo serdo realizadas dentro e fora de Unidades de
Conservacdo. No caso de coletas fora de Unidades de Conservagdo, possuimos licenca de coleta do
SISBio (nimero 63104, anexada junto ao projeto). No caso de coletas em Unidades de
Conservacgdo, sob gestdo do Instituto Ambiental do Parana, as seguintes unidades poderdo ser
visitadas, pois estdo localizadas em areas de distribuicdo conhecida e/ou potencial de espécies de
Brachycephalus:

e Estacdo Ecoldgica de Guaraguacu
e Estacdo Ecoldgica llha do Mel

e Parque Estadual da Graciosa

e Parque Estadual das Lauraceas

e Parque Estadual do Boguagu



e Parque Estadual do Pau Oco

e Parque Estadual de Campinhos

e Parque Estadual Pico do Marumbi
e Parque Estadual Pico do Parana

e Parque Estadual Roberto Ribas Lange
e Parque Estadual Serra da Baitaca
e Parque Estadual do Rio da Onga
e AEIT do Marumbi

e APA Estadual de Guaratuba

e APA Estadual do Irai

e APA Estadual do Pequeno

e APA Estadual do Piraquara

e Floresta Estadual Metropolitana

O projeto tera duragdo aproximada de quatro anos, e serd renovado periodicamente, de acordo
com as normas da Portaria IAP n° 017. As expedicdes de campo serdo concentradas no periodo
chuvoso (outubro a marco), ja que este o periodo reprodutivo da maioria dos anuros, aumentando a
chance de encontro dos espécimes. No entanto, eventualmente poderemos fazer expedi¢cdes a campo
durante o inverno. A equipe (maximo de cinco pessoas) ficara por, no méximo, sete dias em cada
unidade de conservacdo. A data exata de cada expedicdo dependera do regime de chuvas e sucesso

em outras expedicdes e estara de acordo com a disponibilidade das Unidades de Conservacéao.

Morfometria. Serdo mensurados 14 caracteres morfométricos dos espécimes, conforme Monteiro
(2017), obtidos através de lente ocular micrométrica acoplada a estereomicroscépio Zeiss Stemi SV
11. Para a definicdo sexual sera verificada a presenca de fenda vocal em machos e a auséncia de
fendas vocais em fémeas. Testaremos a diferenca de tamanho do corpo entre machos e fémeas
através do teste-T de Welch e, também, os padrfes de variacdo populacional na morfometria serdo
verificados através de Analise de Variaveis Canonicas (Canonical Variate Analysis) (CVA; Manly,
2004), utilizando o programa R (R Development Core Team, 2015).

Osteologia. Dois exemplares de cada espécie serdo diafanizados para coloracdo diferencial de 0ssos
e cartilagens, com vermelho de alizarina e azul de alcian, respectivamente, baseado no
procedimento proposto por Taylor & Van Dyke (1985). A descricdo do esqueleto dos individuos
sera efetuada através de lente ocular micrométrica acoplada a estereomicroscopio Zeiss Stemi SV

11. A terminologia das estruturas dsseas sera baseada em Trueb (1993) e Duellman & Trueb (1994).



BioacUstica. Serdo gravados cinco cantos de anuncio de machos de cada espécie. As gravagoes
serdo obtidas com o gravador digital Marantz PMD-660 acoplado em um microfone unidirecional
Sennheiser ME-66. As analises bioacusticas serdo realizadas utilizando o programa RAVEN PRO
1.4 (Bioacoustics Research Program, 2011). Serdo obtidos 11 parametros dos cantos baseados nas
definicdes de Kohler et al. (2017).

Transcriptoma. Utilizaremos como organismos modelos dois pares de espécies dentro do género
Brachycephalus, sendo uma que apresenta coloracdo conspicua e outra criptica, para identificacdo
de genes candidatos: sendo B. actaeus vs B. sulfuratus e B. epphipium vs B. hermogenesi. Em
seguida testaremos expressao de genes candidatos nas populacdes de B. aff. actaeus que ocorrem na
Serra do Sai, Santa Catarina, abrangendo todos os fendtipos encontrados. Devido ao tamanho
diminuto dos espécimes de Brachycephalus as amostras contardo com o individuo por inteiro
armazenado em RNAlater. Trés amostras de cada espécies e de cada populacdo de B. aff. actaeus
serdo preservadas para posterior extracdo de RNA. O RNA sera extraido utilizando Trizol (Sanchez
et al., 2018). As bibliotecas serdo geradas a partir do sequenciamento por Illumina onde seréo
preparadas usando NEXTflex Directional RNA Seq Kit (Bioo Scientific, Austin, TX, USA).
Utilizaremos a estratégia de montagem de novo, a qual ndo utiliza um genoma de referéncia, para
realizar a montagem dos transcriptomas seguindo protocolos atuais disponiveis na literatura. Os
transcriptomas serdo montados individualmente no programa TRINITY e SOAPTrans. Faremos
uma anotacgdo preliminar dos genes utilizando Blast2GO visando genes ort6logos em vertebrados
que podem estar ligados a coloracdo. A busca por genes candidatos iniciara pelos genes associados
ao metabolismo de melanina, que aparentemente sdo bem conservados em vertebrados (Hubbard et
al., 2010) e apresentaram mutacdes relacionadas a variaces de coloracdo em anfibios (Posso-
Terranova & Andrés, 2017). Adicionalmente, serdo investigados genes associados ao metabolismo
de carotenos ou pteridinas. Uma vez selecionados potenciais genes vamos construir primers
especificos e utiliza-los em PCR quantitativa (Toews et al., 2017) para verificar a presenca desses
genes, a existéncia de mutacOes associadas e sua expressao diferenciada nas populacbes de
Brachycephalus da Serra do Sai, Santa Catarina.

Inferéncia filogenética. Para reconstruir as relacdes filogenéticas entre as espécies do grupo de
Brachycephalus pernix serdo amplificados fragmentos de genes do DNA mitocondrial (12S, 16S,
CYTB), e genes codificadores de proteinas do DNA nuclear (RAG, TYR). Também, seréo
utilizadas as sequéncias disponiveis no GenBank. Para a reconstrucdo das relacdes filogenéticas
tentaremos incluir todas as espécies do género, além das do grupo pernix. Vamos tentar sempre
incluir mais de um individuo por espécies para poder avaliar a variagdo intra e entre espécies. Para o
grupo externo serdo selecionadas amostras de representantes do género irmdo Ischnocnema,

conforme resultados disponiveis para a superfamilia Brachycephaloidea (Padial et al., 2014) e
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também espécimes pertencentes a familias relacionadas. As novas sequéncias serdo editadas para
qualidade utilizando o programa Geneious (Kearse et al., 2012), alinhadas no programa Mega 6.06
(Tamura et al. 2013) utilizando o algoritmo Muscle (Edgar 2004). A arvore filogenética sera

construida através do método Bayesiano no BEAST 2.1.3 (Bouckaert et al., 2014).

CUSTOS DO PROJETO

O projeto tera um custo total aproximado de R$ 8.000,00 e suas atividades contam com
recursos do Projeto Tematico, intitulado "Diversidade e Conservacdo dos Anfibios Brasileiros”,
processo FAPESP 2013/50741-7, e ao Projeto PITE “Anfibios do Mosaico de Areas Protegidas do
Lagamar: diversidade, conservagdo ¢ perspectivas”, processo FAPESP 2014/50342-8, ambos

coordenados por Célio Haddad, orientador da candidata.

CRONOGRAMA

As coletas e analises previstas deste projeto foram iniciadas em setembro de 2018, data de
admissdo no programa de p6s-graduacdo em ciéncias bioldgicas (Zoologia) da UNESP-Rio Claro.
As coletas de dados em campo s6 serdo prolongadas até 2022 caso haja necessidade.

Atividades 2019 2020 2021 2022
Jan- | Mai- | Set- | Jan- | Mai- | Set- | Jan- | Mai- | Set- | Jan- | Mai-
Abr | Ago | Dez | Abr | Ago |Dez | Abr | Ago | Dez | Abr | Ago
Disciplinas X X
Revisao de
literatura
Coleta de
dados em X X X X X X X X X
campo
Analises
laboratoriais
Analises
laboratoriais
Analises de
dados
Redacéo e
submissao X X X X
de artigos
Qualificacao X
Redacéo da
tese

Defesa
publica da X
tese

X X X X X X X X X X X
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