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RESUMO

O mundo enfrenta uma crise de extincdo sem precedentes, em que as taxas atuais de perda de
espécies excedem os padrdes histéricos. Com o advento das técnicas moleculares, a genética
da conservacao destaca-se como uma ferramenta capaz de analisar aspectos relevantes sobre a
bioecologia das espécies, especialmente para espécies ameagadas, como os anfibios. Assim, o
objetivo geral deste trabalho foi realizar o primeiro estudo genético populacional das espécies
Adelophryne maranguapensis e Adelophryne baturitensis, além de fornecer informagdes sobre
a distribuicdo de A. baturitensis na Serra de Maranguape. Para o desenvolvimento do estudo,
duas hipéteses foram testadas: a primeira afirmava que A. baturitensis apresentava maiores
indices de diversidade genética do que A. maranguapensis, por ocorrer em quatro brejos de
altitude do Ceard; a segunda abordava que A. baturitensis apresentava diferentes padroes de
estruturacdo populacional e possuia diferentes estoques populacionais, associados com suas
areas de ocorréncias. Foram realizados procedimentos moleculares a partir das sequéncias de
DNA geradas dos 56 tecidos que estavam depositados no Nucleo Regional de Ofiologia da UFC
(NUROF) e das 24 sequéncias presentes no Genbank. Essas sequéncias pertenciam aos
individuos coletados na Serra de Maranguape, Serra da Aratanha, Macico de Baturité e Planalto
da Ibiapaba e o marcador mitocondrial utilizado para a realizacao das andlises foi o 16S rRNA.
Diante disso, os indices de diversidade haplotipica e nucleotidica foram avaliados, as redes de
haplétipos foram construidas para verificarmos presenca de fluxo génico e a Andlise de
Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para observamos a variabilidade genética dentro
e entre as populagdes. Através dos resultados, concluimos que as hipéteses foram refutadas,
pois observamos que, apesar da espécie A. maranguapensis ser criticamente ameacada de
extin¢do, apresentou indices de diversidade mais elevados em comparacdo com A. baturitensis.
Foi evidenciada auséncia de estrutura populacional em A. baturitensis, e as quatro populacdes
conhecidas para a espécie parecem consistir em um Unico estoque populacional. Ademais, os
resultados acerca da variabilidade genética nas populagdes mostraram que Adelophryne
maranguapensis € Adelophryne baturitensis sao espécies que nao compartilham fluxo génico.
Além desta avaliacdo, nosso estudo contribuiu para novas informagdes sobre a ocorréncia e
identificacdo de A. baturitensis na Serra de Maranguape. Constatamos que essa espécie ocorre
em sintopia com A. maranguapensis, ocorrendo em altitudes superiores a 600 metros e

utilizando o micro-habitat das bromélias.

Palavras-chave: genética da conservagdo; diversidade genética; estrutura populacional;

anfibios.



ABSTRACT

The world is facing an unprecedented extinction crisis, where current rates of species loss
exceed historical standards. With the advent of molecular techniques, conservation genetics
emerges as a tool capable of analyzing relevant aspects of species bioecology, especially for
threatened species such as amphibians. Therefore, the overall objective of this study was to
conduct the first population genetic study of the species Adelophryne maranguapensis and
Adelophryne baturitensis, as well as to provide information on the distribution of A. baturitensis
in the Serra de Maranguape. For the development of the study, two hypotheses were tested: the
first stated that A. baturitensis exhibited higher levels of genetic diversity than A.
maranguapensis, as it occurs in four high-altitude bogs in Ceard; the second addressed that A.
baturitensis showed different patterns of population structuring and had different population
stocks associated with its occurrence areas. Molecular procedures were carried out using DNA
sequences generated from 56 tissues deposited at the Regional Nucleus of Ophiology of UFC
(NUROF) and 24 sequences available on GenBank. These sequences belonged to individuals
collected in the Serra de Maranguape, Serra da Aratanha, Macico de Baturité, and Planalto da
Ibiapaba, and the mitochondrial marker used for the analyses was 16S rRNA. Accordingly,
haplotype and nucleotide diversity indices were evaluated, haplotype networks were
constructed to examine gene flow, and Analysis of Molecular Variance (AMOVA) was
performed to observe genetic variability within and between populations. Based on the results,
we concluded that the hypotheses were refuted, as we observed that, despite the species A.
maranguapensis being critically endangered, it exhibited higher diversity indices compared to
A. baturitensis. The absence of population structure in A. baturitensis was evidenced, and the
four populations known for the species appear to consist of a single population stock.
Furthermore, the results regarding genetic variability in populations showed that Adelophryne
maranguapensis and Adelophryne baturitensis are species that do not share gene flow. In
addition to this assessment, our study contributed new information on the occurrence and
identification of A. baturitensis in the Serra de Maranguape. We found that this species occurs
in syntopy with A. maranguapensis, occurring at altitudes above 600 meters and utilizing

bromeliad microhabitats.

Keywords: conservation biology; genetic diversity; population structure; amphibians.
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1 INTRODUCAO GERAL

Estima-se que trés espécies passam pelo processo de extin¢do a cada hora, evento
nunca visto quando comparado as mudancas ambientais que ja ocorreram no planeta e foram
responsaveis por reduzir a taxa de espécies (Desalle; Amato, 2017). A sexta extincado em massa
¢ evidente com nimeros que excedem o surgimento de novas espécies, distinguindo-se dos
outros eventos de extincdo pois 0 homem € o principal fator responsavel (Frankham et al.,
2003). A Plataforma de Politica Cientifica sobre Biodiversidade e Servi¢cos Ecossistémicos
divulgou que cerca de 50% dos ecossistemas da Terra haviam diminuido, e estes apresentam
25% das espécies em risco de extin¢ao (Kardos, 2021).

Com a reducdo da biodiversidade hd o comprometimento da diversidade genética
dos ecossistemas, das comunidades e das populacdes, devido as alteragdes ambientais, as
espécies exoticas, a polui¢do e a exploracdo dos habitats (Frankham; Ballou; Briscoe, 2008;
Kardos, 2021). Ademais, as doengas como a quitridiomicose e a ranavirose, que se espalham
rapidamente, causam declinios significativos em populagdes de anfibios (Gray; Chinchar, 2015;
Moura-Campos et al., 2021; Reboucas et al., 2021). Diante disso, muitas catdstrofes ambientais
que ocorrem hd muitos anos, em diversas areas, sdo, na maioria das vezes, causadas pelo
homem e atuam na redu¢do do tamanho das populacdes. Isso altera a estrutura genética das
populacdes, as quais podem apresentar endocruzamentos entre os individuos, influenciando na
reducdo da adaptacdo ao meio modificado e facilitando um possivel processo de extingdo
(Avise, 1995; Frankham; Ballou; Briscoe, 2008).

A Biologia da Conservacao surgiu com o proposito de contribuir para a reducao da
extingdo das espécies por meio de estudos envolvendo diferentes dreas, como ecologia,
genética, biogeografia, demografia, filogeografia, sistemadtica, fisiologia, incluindo a prépria
biologia dos seres ameacados (Hauffe; Sbordoni, 2010; Soulé, 1985). Em meados de 1978, foi
proposta a Primeira Conferéncia Internacional de Biologia da Conservacdo e, em 1985, uma
sociedade foi criada para discutir e consolidar propostas em prol da manutengdo de estudos
ecoldgicos e evolutivos das espécies que precisam ser conservadas (Soulé; Wilcox, 1980; Soulé,
1985). A implementacgdo de estudos de Biologia da Conservacao foi inspirada no interesse dos
jovens cientistas da época em proteger a biodiversidade (Soulé; Simberloff, 1986).

Os bidlogos conservacionistas procuraram meios de consolidar suas propostas
ambientais através do uso da genética que propicia respostas aceleradas, coerentes e eficazes

para a conservacdo das espécies, além de se aprofundar na compreensdo dos aspectos
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comportamentais, evolutivos e ecoldgicos dos seres vivos (Hauffe; Sbordoni, 2010; Holsinger,
1996). A unido entre a genética e a conservagdo tornou-se crucial para o aprimoramento das
pesquisas ambientais, proporcionando trabalhos, principalmente, de genética das populagdes
(Hauffe; Sbordoni, 2010).

Com o desenvolvimento das técnicas moleculares, a Genética da Conservacdo, uma
vertente da Biologia da Conservacdo, emerge com estudos especificos que analisam a
estruturacdo e a diversidade genética desde os ecossistemas até os individuos (Frankham:;
Ballou; Briscoe, 2008; Hedrick, 2001). Assim, atua como uma ferramenta valiosa para analisar
as espécies em declinio, o impacto de fatores ambientais e genéticos na sobrevivéncia delas,
bem como guiar estratégias de conservagdo (Frankham; Ballou; Briscoe, 2008; Soulé, 1985). O
advento das novas tecnologias como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que permite a
amplificacdo do DNA, propiciou o desenvolvimento dessa nova vertente (Ouborg et al., 2010).
Ademais, essas novas tecnologias possibilitam o sequenciamento completo dos genomas em
busca de compreender como as espécies estdo estruturadas geneticamente, podendo propor
medidas que ajudem no enfrentamento das variacdes do ambiente (Frankham; Ballou; Briscoe,
2008; Hedrick, 2001).

Nessa perspectiva, a Genética da Conservacgdo contribui como uma ferramenta que
auxilia na manutenc@o dos ecossistemas, uma vez que os manejos e as realocagcdes de espécies
ameacadas dependem do entendimento dos aspectos genéticos das espécies (Frankham; Ballou;
Briscoe, 2008). Ademais, pode elucidar questionamentos que antes eram limitados pela falta de
tecnologias moleculares apropriadas para estudar o genoma e como o ambiente interagia com
o mesmo (Ouborg et al., 2010). As técnicas moleculares ajudam na compreensio da
estruturacdo e da diversidade genética das espécies, na deteccdo da caga e na exploracdao dos
animais silvestres, auxiliando nas condutas necessdrias para a protecdo (Frankham; Ballou;
Briscoe, 2008). A protecdo dos ecossistemas devem ser priorizadas pelas praticas
conservacionistas, garantindo uma maior variabilidade genética e possibilitando estratégias
para a conservagdo das espécies ameagadas (Dewoody et al., 2021).

Os estudos de Genética da Conservagdo podem ajudar os anfibios contra a ameacga
de extincdo, visto que fazem parte do grupo de vertebrado mais prejudicado pelas mudancgas
climdticas em conjunto com as alteracdes do habitat, a polui¢do, as espécies exdticas e as
doencas, com cerca de 41% de espécies ameagadas no mundo (Luedtke et al., 2023;Toledo et
al., 2023). Com 1.188 espécies descritas, o Brasil € o pais com a maior diversidade de espécies
da Ordem Anura (Loebmann; Haddad, 2010; Oliveira et al., 2019; Segalla et al., 2021). No

entanto, é preocupante notar que essa riqueza bioldgica estd em declinio, uma vez que 58
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espécies de anfibios encontram-se atualmente em algum grau de ameaca no pais, e duas ja sdao
consideradas extintas: Boana cymbalum (Bokermann, 1963) e Phrynomedusa fimbriata
Miranda-Ribeiro, 1923, de acordo com o Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2022). Assim,
€ crucial o desenvolvimento de estudos que analisem a estruturacdo populacional e a
diversidade genética das espécies, principalmente das ameagadas, como é o caso de
Adelophryne maranguapensis Hoogmoed, Borges & Cascon, 1994, Rhinella casconi Roberto,
Brito & Thomé, 2014, Proceratophrys ararype Méangia, Koroiva, Nunes, Roberto, Avila,
Sant'Anna, Santana & Garda, 2018, para o estado do Cear4, pois essas pesquisas podem auxiliar
nas estratégias de conservacao.

No brejos-de-altitude do Ceard no Brasil, as Unicas espécies existentes do género
Adelophryne pertencentes ao clado Norte da Mata Atlantica sdo: Adelophryne maranguapensis
Hoogmoed, Borges & Cascon (1994) e Adelophryne baturitensis Hoogmoed, Borges & Cascon
(1994). Ambas as espécies estao inseridas dentro da familia Eleutherodactylidae e da subfamilia
Phyzelaphryninae, apresentando tamanho diminuto (Hoogmoed; Borges; Cascon, 1994), e até
o desenvolvimento desse estudo ndo apresentavam informagdes acerca da genética
populacional.

Adelophryne maranguapensis € uma espécie endémica da Serra de Maranguape, no
Estado do Ceard,com uma drea de distribui¢do restrita de aproximadamente 13 km?2. Esta
espécie passa por desenvolvimento direto e pode ser encontrada tanto durante o dia quanto a
noite, em ambientes de serrapilheira e arboreos, especialmente em bromélias, onde deposita
seus ovos a altitudes acima de 600m (Cassiano-lima, 2011; Cassiano-lima et al., 2020). Embora
existam estudos sobre a descri¢do, micro-habitat, reproducio, dieta e parasitismo desta espécie
(Cassiano-lima, 2011; Cassiano-lima et al., 2020; Aradjo et al., 2023; De Oliveira et al., 2022),
informacdes sobre genética de conservagdo ainda sdo escassas. Adelophryne maranguapensis
estd altamente afetada por atividades humanas e mudangas climaticas (Corlett, 2012), sendo
classificada como criticamente ameagada de extingdo (MMA, 2022; SEMA, 2022; IUCN,
2023).

Adelophryne baturitensis Hoogmoed, Borges & Cascon (1994) € encontrada no
Macico de Baturité, Serra de Maranguape, Serra da Aratanha e Planalto da Ibiapaba, no Estado
do Cear4, Brasil. Esta espécie € uma das mais amplamente distribuidas no Ceard e, portanto, é
classificada no status de menor preocupacdo (MMA, 2022; SEMA, 2022; IUCN, 2023).
Adelophryne baturitensis € uma espécie diurna que pode ser encontrada na serrapilheira ou em
bromélias (Hoogmoed; Borges; Cascon, 1984). No entanto, informacdes detalhadas sobre seu

micro-hdbitat, bioactstica, aspectos reprodutivos e genética populacional ainda sdo escassas.
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Portanto, as perguntas que serviram de embasamento para o desenvolvimento desse
trabalho foram: 1. Como estdo os indices de diversidade genética para as espécies A.
maranguapensis € A. baturitensis, serd que a espécie com menor diversidade genética apresenta
distribuicdo mais restrita? 2. Como estdo estruturadas as populagdes de Adelophryne
baturitensis, cada brejo corresponde a um estoque populacional? Diante disso, a primeira
hipétese testada indicava que A. baturitensis apresentava maiores indices de diversidade
genética do que Adelophryne maranguapensis, por ocorrer em quatro brejos de altitude do
Ceard. Além desta, a segunda hipdtese testava que A. baturitensis apresentava estruturagao
populacional e diferentes estoques populacionais para suas populagdes. A partir disso,
apresentamos o primeiro recorte acerca da genética populacional das espécies A.

maranguapensis € A. baturitensis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a primeira avaliacdo da genética das populagdes das espécies Adelophryne
maranguapensis € Adelophryne baturitensis, além de fornecer informacdes sobre a distribui¢do

de A. baturitensis na Serra de Maranguape.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar e comparar os niveis de diversidade genética entre estas espécies;
e Analisar a estruturacao genética das populagdes;
e Apresentar novas perspectivas para a distribuicdo de Adelophryne baturitensis

na Serra de Maranguape.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Marcadores moleculares utilizados nos estudos genéticos em anfibios

A introducdo das técnicas moleculares permitiu o desenvolvimento de trabalhos
acerca da organizacdo das populacdes e do tamanho das mesmas, utilizando os marcadores
moleculares (Wagner et al., 2005; Zeisset; Beebee, 2008). Por meio dessa ferramenta, é possivel
caracterizar as diferencas, especificamente, os polimorfismos que existem nas sequéncias do
DNA. Os marcadores moleculares sdo uma sequéncia especifica de DNA que diferencia as
espécies quando os seus genomas sao comparados (Agarwal et al., 2008). Sao obtidos pela
extracdo do DNA através do tecido do ser vivo que foi coletado, ou seja, os marcadores sao
herdados e ndo sofrem interferéncia ambiental, destacando diversas informacdes sobre os
caracteres dos organismos (Avise, 1993; Agarwal et al., 2008; Faucher; Godé; Arnaud, 2016).

Os marcadores utilizados frequentemente sdo aqueles que t€m um custo beneficio
satisfatorio e que detectam graus de polimorfismos. Eles sdo amplamente distribuidos no
genoma, apresentam multialelismo, heranca codominante e sdo reproduzidos de forma
consistente (Adhikari et al., 2017; Zolet et al., 2017). As técnicas mais utilizadas sdo aquelas
que permitem observar os polimorfismos no tamanho dos fragmentos de restricaio (RFLP); os
polimorfismos de sitio unico (SNP); os polimorfismos de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP); os marcadores de sequéncias expressas (EST) e microssatélites (Agostini
et al., 2022; Carvalho et al., 2020; Faucher; Godé; Arnaud, 2016; Hilsdorf; Hallerman, 2017;
Luna et al., 2017; Rowan; Arbogast; Kamel, 2022).

Os marcadores moleculares que utilizam o DNA sdo definidos de acordo com a
heranca alélica, podendo ser codominantes, quando sdo capazes de diferenciar individuos
homozigotos ou heterozigotos, ou dominantes, quando reconhecem a presenga ou auséncia de
um determinado caractere. Esses marcadores ainda podem ser caracterizados em mitocondriais
ou nucleares, muitas vezes utilizados juntos para um estudo mais preciso da histéria evolutiva
das espécies (Faivovich et al., 2010). Os nucleares apresentam heranca de ambos os
progenitores, ja os mitocondriais sdo herdados da linhagem materna. Os indices de mutagdes
nos marcadores mitocondriais sdo mais altos quando comparados a maioria dos nucleares, além
de ndo passarem por recombinacdo e serem boas ferramentas para o estudo da histdria
demogrifica (Zolet et al., 2013). E importante salientar que a escolha do marcador molecular

depende do objetivo de cada estudo (Adhikari et al., 2017; Zolet et al., 2017).
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Os marcadores nucleares mais utilizados atualmente sdo os microssatélites, pois
permitem um estudo mais detalhado e estimam a presenca de heterozigosidade dentro das
populacdes. Sao ferramentas que apresentam diferentes alelos que correspondem a quantidades
diferentes de unidades de repeti¢do e disponibilizam resultados que ajudam na criagdo de
estratégias de conservagdo (Faucher; Godé; Arnaud, 2016; Nali et al., 2014). Os microssatélites
servem como referéncia em diversos estudos e podem ser utilizados para analisar o tamanho
das populacdes e a diversidade genética (Ouborg et al., 2010).

Os marcadores moleculares mitocondriais avaliam as diferentes geracdes maternas
do individuo. Sdo usados para realizar genotipagens que auxiliam nas pesquisas de
filogeografia, de fluxo génico, e de endogamia (Beebee; Rowe, 2004; Faucher; Godé; Arnaud,
2016; ). Além disso, possibilitam o desenvolvimento de estudos mais especificos para
compreender as diferencas filogenéticas e a estrutura genética, assim como avaliam a
diversidade genética presente entre os individuos da mesma espécie e as barreiras geogréficas
que influenciam o fluxo génico nas populacdes (Funk et al., 2007; Lougheed et al., 2006; Mota,
2010; Lourencgo-de-Moraes et al., 2018; Vences et al., 2005). As sequéncias dos genes
mitocondriais como citocromo b (CytB), citocromo oxidase I (COI), 12S rRna, 16S rRna, e a
alca D da regido controle (D- loop) sdo encontradas no Genbank, maior plataforma de dados de
sequéncias de DNA das espécies em geral. Dentre esses marcadores moleculares, o D-loop e o
12S s@o os que apresentam menor ndimero de sequéncias de DNA na plataforma com 310.283
e 493.006, respectivamente (NCBI, 2023).

O 16S rRNA codifica a subunidade maior do ribossomo sendo muito utilizado na
identificacdo das diferentes espécies de anfibios por estar em uma regido conservada. Diante
disso, pode ser considerado o DNA barcoding dos anfibios, facilitando os estudos moleculares
e genéticos, além de ser facilmente amplificado. Embora seja um marcador conservado, ainda
apresenta algumas taxas de mutacdo nas regides varidveis (Vences, ef al., 2005; Wilson;
Maxson; Sarich, 1974). O 12S rRNA codifica a subunidade menor do ribossomo e apresenta
caracteristicas semelhantes ao 16S rRNA. Diversas pesquisas utilizam estes dois marcadores
associados para facilitar as pesquisas de filogeografia e filogenia (Austin et al., 2002; Ron et
al., 2006; Fouquet et al., 2012). O 12S rRNA também € utilizado em pesquisas acerca de outros
grupos como moluscos (Guzmadn; Vogler; Beltramino et al., 2021) peixes (Kumari et al., 2019),
aves (Li; Da; Bao, 2023) e répteis (Ferreira; Vasconcelos; Harris, 2023).

O marcador mitocondrial COI apresenta uma maior variabilidade quando
comparado ao 16S rRNA, por isso, pode dificultar o processo de identificacdo dos anfibios.

Além disso, a amplificacdo do COI é mais complexa que a do 16S rRNA (Hebert et al., 2003;
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Vences, et al., 2005). O gene COI evolui a uma taxa molecular aproximadamente trés vezes
mais rdpida do que o 12S e 16S rRNA, devido em grande parte a alta incidéncia de substitui¢des
de bases no terceiro nucleotideo da sua posi¢do. Essa caracteristica leva a uma evolu¢ao mais
acelerada (Knowlton; Weigt, 1998; Cox; Hebert, 2001; Wares; Cunningham, 2001). O COI é
particularmente valioso para estudos filogenéticos mais aprofundados em comparagdo com
alternativas como o Citocromo b (Cytb), devido a tendéncia de apresentar mudangas mais lentas
em sua sequéncia de aminodcidos (Simmons; Weller, 2001; Lynch; Jarrell, 1993).

Além desses marcadores mitocondriais, a algca D da regido controle do DNA,
conhecida como D-loop, é proveniente da mitocOndria, sendo utilizado nos estudos de
estruturacdo e de diversidade genética nas populacdes, pois apresenta alta taxa de mutacdo
(Kuhn, 2014). E uma 4rea que nao € transcrita no DNA mitocondrial, porém, marca o inicio do
processo de replicacdo e contém os promotores essenciais para a transcricio do DNA
mitocondrial. Durante a replicacdo € originada uma alca em D, a qual representa o nome do
gene, que se desloca juntamente com a cadeia formada (Takamatsu, 2002). O D-loop € mais
mutavel que os outros genes mitocondriais, dessa forma, € perceptivel avaliar a formacao dos
polimorfismos e as permutas que ocorrem entre os nucleotidios. E utilizado como marcador em
estudos de diversidade genética e de filogeografia (Miyazono et al., 2002; Wu et al., 2019;
Silva et al., 2021).

Portanto, os marcadores mitocondriais se consolidaram como uma ferramenta para
investigacdes sobre a estrutura genética das populacdes, andlises filogenéticas e estudos de
relagdes evolutivas. Em resumo, ao fazer uso do marcador mitocondrial apropriado € possivel
obter conclusdes confidveis sobre parentesco, distancia genética, variabilidade genética, bem
como caracterizar a estrutura e o tamanho efetivo das populagdes (Bignotto, 2010; Faucher;

Godé; Arnaud, 2016).
3.2. Ferramentas genéticas para a conservacao das espécies

Por meio do estudo da estrutura populacional das populacdes € possivel analisar os
impactos da selecdo natural, da deriva genética, da migra¢do e da mutacdo na troca do fluxo
génico que ocorre entre os individuos da mesma espécie. Essas andlises sdo fundamentais para
o desenvolvimento de pesquisas nas dreas da epidemiologia, da ecologia, da genética e da
conservacao (Hamrick, 1982; Balloux; Lugon-Moulin, 2002). As pesquisas genéticas
investigam a histéria demogréfica desde o passado até o presente, avaliando as populacdes que

apresentavam heterogeneidade e um tamanho ideal, porém, tornaram-se pequenas com
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significativos endocruzamentos (Chavez et al., 2011; Frankham; Ballou; Briscoe, 2008; Ouborg
etal.,2010).

E relevante estudar as alteracdes populacionais responsdveis por modificar a
estruturacio genética e influenciar no desenvolvimento das mesmas. A perda da diversidade
genética e a ocorréncia de endogamia contribuem para o aumento da probabilidade da
populacdo ser extinta, porque ndo consegue enfrentar as adversidades ambientais que surgem
em um ambiente modificado. Por isso, as evidéncias apresentadas nao podem ser ignoradas, ja
que o manejo correto das espécies pode ajudar na conservagdo (Frankham, 2003; Chavez et al.,
2011; Ouborg et al., 2010).

Espécies ameacgadas sdo beneficiadas pelos trabalhos que analisam a estruturacdo e
a diversidade genética, pois proporcionam o desenvolvimento de praticas que ajudam na
recuperagdo no habitat natural (Frankham, 2005). No mundo, s@o recorrentes as pesquisas que
analisam como a estruturacio e as taxas de diversidade genética das populacdes de anfibios
estdo organizadas. Nesses estudos sdo observados os eventos filogeograficos que atuaram na
historia de vida e na demografia das espécies, como o realizado por Wei et al. (2020), na China.
Por meio da técnica de sequenciamento de nova geracdo (SLAF) que possibilitou a descoberta
dos polimorfismos de nucleotidio tinico (SNPs) obtiveram resultados importantes como: a
presenca de diferentes linhagens entre as populacdes de Hyla annectans Jerdon (1870). Além
de conseguirem avaliar que as mudancas climéticas, a selecao natural e a geografia, sdo fatores
que modificam a diversidade genética e fenotipica em Hyla annectans.

No Japao, estudos de filogeografia similares aos citados anteriormente também
foram desenvolvidos, como o de Fukutani et al. (2022) que visava compreender a histéria
evolutiva das linhagens dos sapos japoneses. Episddios de movimentagdo das placas tectdnicas
que formaram o arquipélago do Japdo e os eventos glaciais podem ter contribuido na
distribuicao atual das espécies.

Analisar como estio organizados os padrdes genéticos das populacdes contribui ndo
apenas para os estudos de filogeografia, mas sdo essenciais para que propostas eficazes de
conservagdo sejam elaboradas. Na América do Norte, mais precisamente no leste da Virginia,
trabalhos de genética da conservagdo foram realizados com duas espécies de salamandras: uma
mais restrita, Plethodon nettingi Green (1938), e outra bem mais distribuida, Plethodon
cinereus Green (1818). A finalidade era estudar a variabilidade genética, os fatores da geografia
e da histéria de vida que podem ter interferido no fluxo génico entre os individuos. Foram
comparadas as populacdes das duas espécies para que propostas de conservagdo fossem

elaboradas para a espécie P. nettingi, que vive em uma area de montanha e € ameacada de
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extingdo. Como medidas foram propostas construcdes de corredores ecolégicos para permitir a
conexao entre as diferentes populagdes da espécie mencionada. Desse modo, possibilitando o
cruzamento entre os individuos e reduzindo as taxas de endogamia dentro da populagdo
(Rowan; Arbogast; Kamel, 2022).

A América Latina € crucial para o desenvolvimento de pesquisas de Genética da
Conservacdo pelos altos indices de biodiversidade e de dreas suscetiveis a protecao pela
quantidade significativa de espécies silvestres (Mittermeier et al., 1998). No Brasil sdo
desenvolvidos estudos na drea, como o realizado com a populacdo de Saguinus bicolor Spix
(1823), que avaliou a estrutura populacional e a diversidade genética utilizando nove loci de
microssatélites das amostras de cabelo dos animais. O trabalho foi realizado nos fragmentos de
florestas onde essa espécie € encontrada em Manaus. Encontraram como principal resultado a
reduc¢do da diversidade genética, explicado pela expansdo urbana que dividiu o habitat original
da espécie, gerando os gargalos genéticos, as mudancas de estruturacdo populacional e a erosdao
genética nos grupos que vivem nos fragmentos urbanos. Diante disso, conseguiram recomendar
medidas que ajudassem novamente na integracao das populagdes naturais, como a criagdo dos
corredores ecoldgicos e a protecdo ambiental dos fragmentos (Rodriguez-Clark et al., 2015;
Farias et al., 2015).

Outro exemplo sdo as pesquisas relacionadas ao Soldadinho do Araripe (Antilophia
bokermanni), endémico da Chapada do Araripe no Estado do Ceard. E uma espécie criticamente
ameacada devido a destrui¢do do seu habitat para a ampliacdo das terras agricolas (Silva ez al.,
2011). Por meio de estudos de diversidade genética, utilizando os microssatélites, percebeu-se
que os indices de heterozigosidade e de variedade alélica estdao reduzidos na populacdo. Dessa
forma, com os resultados desse estudo, os cientistas conseguem promover acdes de conservagao
para evitar que as atividades antrépicas contribuam para a extingdo da espécie no ecossistema

(Souza et al., 2019).

3.3 Pesquisas de estruturacao e diversidade genética em anuros neotropicais

As pesquisas de Genética da Conservagao explorando os anfibios neotropicais sao
cruciais, visto que fazem parte do grupo de vertebrado mais ameag¢ado do mundo em virtude da
contaminagdo por doencgas, da insercdo de espécies exdticas no habitat, da poluicdo, da
agropecudria e do crescimento urbano e das mudancas climdticas (Stuart et al., 2004; Instituto
Chico Mendes De Conservacdo Da Biodiversidade, 2018; Luedtke et al., 2023).

Aproximadamente 41% das espécies se encontram ameagadas ou na iminéncia da extingdo
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(Beebee, 2005; Hoffmann et al., 2010; Toledo er al., 2023; MMA, 2022; SEMA, 2022),
principalmente pelos efeitos das alteragdes no clima (Luedtke er al., 2023). As mudancas
climiticas e o surgimento de doengas t€ém comprometido ainda mais o crescimento, a
alimentacdo e a reprodugdo dos anfibios, contribuindo significativamente para o declinio das
populacdes (Li et al., 2013; Canestrelli et al., 2017; Toledo et al., 2023; Luedtke et al., 2023).

No Brasil, a Ordem Anura tem ampla distribui¢c@o e apresenta a maior diversidade
desses animais, com 1.144 espécies descritas (Segalla et al., 2021), quando comparada aos
outros paises (Loebmann; Haddad, 2010; Oliveira et al., 2015), nimero que estd abaixo do real,
pois ao longo dos anos outras espécies de anuros foram descritas. Além dos fatores
mencionados acima, as populagdes dos anfibios também sofrem com a contaminac¢do causada
pelo fungo Batrachochytrium dendobratidis Longcore, Pessier & D.K. Nichols (1999) (Toledo
et al., 2023). Esses surtos de quitridiomicose e, consequentemente, o declinio dos anuros, sdo
intensificados pelas alteragdes no clima devido as mudancas na pluviosidade e na temperatura
(Moura-Campos et al., 2021; Reboucgas et al., 2021).

Por isso, avaliacdes da estruturacdo populacional e da diversidade genética em
anuros tém avancado muito entre as pesquisas. Ramos et al. (2018), fazendo uso da genética,
avaliaram a estruturacdo populacional e a diversidade genética da espécie Pithecopus
megacephalus Miranda-Ribeiro (1926) que ocorre em um conjunto de montanhas, considerada
centro de endemismo, na regido Sudeste. Por meio da utilizacdo dos marcadores nucleares e
mitocondriais descobriram que existem trés populacdes distintas e bem estruturadas localizadas
no centro, no norte e no sul da Serra do Espinhaco. Ademais, ao analisarem a drea onde vivem
atualmente perceberam ter sido o local da maior interacao entre as populacdes ancestrais. Diante
disso, os resultados desse estudo proporcionam conhecimento acerca da espécie que podem ser
utilizados para definir um melhor status de conservacdo, pois estd classificada na lista de
espécies ameagadas da IUCN como espécie com dados deficientes (IUCN, 2008).

Resultados importantes acerca do complexo da espécie Leptodactylus latrans
(Steffen, 1815), que se distribui na América do Sul, incluindo o Brasil, foram encontrados com
o0 apoio dos marcadores mitocondriais e nucleares. A partir disso, percebeu-se que existem duas
populacdes (Norte e Sul) bem estruturadas da espécie, provavelmente divergiram pela
destruicao do habitat causada pelas mudangas que ocorreram no clima durante o Pleistoceno.
Essas alteracdes climaticas influenciaram a diversidade genética encontrada dentro do grupo.
Com excegdo da linhagem que ocorre na Chapada Diamantina, as populagdes apresentaram um
aumento significativo do seu tamanho em um periodo de 300.000 anos. Em relagdo ao nicho

ecoldgico, as quatro espécies dentro do complexo de L. latrans apresentaram divergéncia em
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seus nichos, ndo havendo sobreposi¢do, inclusive entre as populacdes do Norte e do Sul de L.
latrans (Magalhaes et al., 2022).

A estrutura da populagdo da espécie Physalaemus cuvieri Fitzinger (1826) foi
analisada no Cerrado para estimar se a fragmenta¢do do habitat causada pelas acdes antrépicas
alteram os fluxos génicos e a diversidade genética entre as populagdes. Diante dessa pesquisa,
foi observado a interrup¢do do fluxo génico e a diminui¢cdo da diversidade da espécie. Com
esses resultados, é perceptivel que a perda do habitat pode impactar na estruturacdo da
populagdo mesmo que a espécie seja bem distribuida (Campos-Telles et al., 2007). Na Serra da
Canastra, drea de Cerrado, estudo semelhante foi realizado com a espécie Bokermannohyla
ibitiguara Cardoso (1983). Através dos marcadores microssatélites pode-se notar uma limitacao
do fluxo génico entre as quatro populacdes que ocorrem fora e dentro da drea, bem como a
presenca de populagdes bem estruturadas. Observou-se principalmente que a topografia do
Cerrado influencia a estruturacdo genética da espécie. Por isso, € crucial considerar os efeitos
da complexidade topografica do Cerrado ao analisar propostas de conservagdo para area, pois
€ um fator decisivo para a manuten¢do das espécies que se distribuem no bioma (Nali ef al.,
2020).

Na Amazonia, investigacdes de estruturacdo populacional de anuros, utilizando o
marcador mitocondrial 16S rRna, foram executadas com o objetivo de compreender os eventos
que influenciaram a diversificacdo das populacdes (Fouquet et al., 2015; Ortiz et al., 2018;
Moraes et al., 2022). A hipétese de que os rios atuavam como barreiras geograficas foi aceita
no estudo de Fouquet et al. (2015) e Ortiz et al. (2018), sendo responsdveis por modificar a
estruturacdo e a diversidade genética dos anuros. A histéria de vida das espécies, como o
habitat, o crescimento, a reproducdo e os fendmenos de migracdo foram alterados por essas
barreiras (Fouquet et al., 2015; Ortiz et al., 2018). Ademais, com o mesmo marcador citado
acima, Moraes et al. (2022) conseguiram restabelecer a historia evolutiva do género
Amazophrynella que se diversificou durante o Neogeno e passou por especiagao no Pleistoceno.
No mesmo estudo, descobriram 21 novas espécies para o género e diferentes linhagens que
podem estar associadas as mudangas que ocorreram na Floresta Amazonica ao longo do tempo,
envolvendo a distribui¢do das chuvas e as modificagdes no habitat.

Na Caatinga, Mangia et al. (2020) revisaram os dados taxondmicos de trés espécies
do género Proceratophrys, utilizando a taxonomia integrativa, como os aspectos da biocustica,
da morfologia, da morfometria e da genética. O objetivo do trabalho foi desenvolver um estudo
taxonOdmico mais consistente para verificar as descricdes das espécies: Proceratophrys

cristiceps (Miller, 1883), Proceratophrys caramaschii e Proceratophrys aridus. Os
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pesquisadores notaram que os individuos analisados para a elaboracdo da diagnose de P.
caramaschii e P. aridus se tratavam de variacoes da espécie P. cristiceps. As vocaliza¢des das
espécies ndo diferiram e o marcador 16S rRna mostrou que as distancias genéticas entre P.
caramaschii e P. cristiceps eram muito baixas, bem como entre P. aridus e P. cristiceps. Assim,
as duas espécies foram sinonimizadas a P. cristiceps.

Estudos utilizando as técnicas moleculares e genéticas sdo fundamentais para
descrever a diversidade bioldgica, principalmente, as espécies que podem estar em um estado
grave de ameaca (Carnaval; Bates, 2007; Souza et al., 2019; Kardos, 2021). Através das
ferramentas genéticas foi possivel analisar a diversificacdo do género Pristimantis nas florestas
umidas encontradas na Caatinga. Essas mudancas ocorreram durante o Pleistoceno ocasionadas
pelo crescimento das populacdes do género ou de movimentos das placas tectdnicas que
alteraram o ambiente. O trabalho retrata a relevancia de se estudar esses enclaves florestais na

Caatinga por apresentarem diversidade criptica e espécies endémicas (Trevisan et al., 2020).

3.4 As razinhas Adelophryne maranguapensis e Adelophryne baturitensis

O género Adelophryne apresenta 12 espécies pertencentes ao clado Terrarana e
inseridas na familia Eleutherodactylidae e na subfamilia Phizelaphryninae. As espécies t€m um
tamanho pequeno e sdo visualizadas durante todo o ano ou com mais frequéncia no periodo
chuvoso. Ocorrem nas florestas imidas e sdo encontradas nas serrapilheiras ou nas bromélias
(Hoogmoed; Lescure, 1984; Hoogmoed; Borges; Cascon, 1994; Macculloch et al., 2008;
Cassiano-Lima et al., 2011; Fouquet et al., 2012; Lourengo-de-moraes et al., 2012; Santana et
al., 2012; Lourenco-de-Moraes et al., 2014; Lourengo-de-Moraes et al., 2018; Taucce et al.,
2020; Lourenco-de-Moraes et al., 2021). Apresenta uma distribui¢cdo descontinua no Leste,
Norte e Nordeste do Brasil, podendo ser encontrado na area superior da Bacia Amazodnica, na
Guiana e na Venezuela (Fouquet et al., 2012).

Embora haja o conhecimento do posicionamento filogenético das espécies, os
estudos de genética da populacdo sdo escassos (Fouquet et al., 2012). Fouquet et al. (2012)
foram os pioneiros ao verificarem o monofiletismo do grupo e a relagdo de parentesco com o
género Phyzelaphryne utilizando os marcadores mitocondriais: COI, CytB, 12S e 16S rRNA e
os loci nucleares RAG1, POMC e TYR. Como resultados obtiveram que Adelophryne é um
grupo monofilético e grupo irmao de Phyzelaphryne, ademais, apresentam trés clados distintos:
Norte da Floresta Amazonica, Norte da Mata Atlantica e Sul da Mata Atlantica, que se

dispersaram em épocas diferentes (Figura 1).
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O grupo Norte da Floresta Amazonica surgiu durante o Mioceno e iniciou sua
diversificacdo ha cerca de 13 milhdes de anos, muito antes dos grupos Norte e Sul da Mata
Atlantica comecgarem a se diversificar por volta de sete milhdes de anos. Os grupos Norte e Sul
da Mata Atlantica se dispersaram através do Norte da Floresta Amazdnica entre 23 e 16 milhdes
de anos. Essas informag¢des de Biogeografia foram detectadas com o uso e a disponibilidade
dos marcadores moleculares para as espécies do género. Esses marcadores proporcionaram a
realizacdo de uma estimativa de que existiam mais espécies para o género, com destaque para
os grupos da Mata Atlantica. Isso acontece devido a diversificacdo genética, restringindo o
fluxo génico entre as populacdes e desencadeando uma diferenciacdo genética cada vez mais
acelerada, promovendo o surgimento de novas espécies (Fouquet et al., 2012).

A subfamilia Phyzelaphryninae € extremamente sensivel as mudangas ambientais e
climiticas e pode apresentar uma reducdo populacional significativa, além de estarem
suscetiveis a contaminacgdo pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Mesquita et al., 2017).
Nessa perspectiva, € relevante que estudos de genética da conservacdo sejam desenvolvidos,
visto que, algumas espécies do género se encontram na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas.
Adelophryne maranguapensis Hoogmoed, Borges & Cascon (1994) estd classificada como
criticamente ameacada de acordo com a atualizacdo das Listas do Brasil, do Ceard e da [IUCN
(MMA, 2022; SEMA, 2022; IUCN, 2023). A. baturitensis Hoogmoed, Borges & Cascon (1994)
¢ uma das espécies mais bem distribuidas do Ceard, por isso, estd classificada como menos
preocupante (MMA, 2022; SEMA, 2022; IUCN, 2023). A. adiastola Hoogmoed & Lescure
(1984) e A. gutturosa Hoogmoed & Lescure, 1984 estdo classificadas como menos
preocupantes, aparecendo somente na Lista da IUCN (IUCN, 2004), assim como, A.
pachydactyla Hoogmoed, Borges & Cascon, 1994 e A. patamona MacCulloch, Lathrop, Kok,
Minter, Khan & Barrio-Amoros, 2008 que estdo classificadas como dados deficientes (IUCN,
2004; IUCN, 2017).

No Ceard, as espécies Adelophryne maranguapensis Hoogmoed, Borges & Cascon
(1994) e Adelophryne baturitensis Hoogmoed, Borges & Cascon (1994) se distribuem nos
brejos-de-altitude e fazem parte do clado Norte da Mata Atlantica. S3o enclaves florestais
umidos com altitude entre 500 a 1100 m que estdo inseridos no semiarido nordestino, rodeado
por vegetagdo que compdem o dominio da caatinga (Tabarelli; Santos, 2004). O impacto das
chuvas orogréficas no microclima influencia a fauna relictual presentes nessas “dreas de
excecdo” que estdo relacionadas com a fauna e a flora das florestas neotropicais (Borges-nojosa;
Caramaschi, 2003; Borges-nojosa, 2007; Castro et al., 2019; Silveira et al., 2020a; Silveira et
al., 2020b; Freitas et al., 2023).



26

Adelophryne maranguapensis Hoogmoed, Borges & Cascon (1994) é endémica da
Serra de Maranguape, no Estado do Ceard, cuja drea de vida € restrita a uma extensdo de
aproximadamente 13 km2. Apresenta desenvolvimento direto sendo encontrada nos periodos
diurnos e noturnos, na serrapilheira ¢ em ambientes arboreos, como as bromélias, sitio de
desova do animal em altitudes acima dos 600m (Cassiano-lima, 2011; Cassiano-lima et al.,
2020). Pesquisas com foco na genética da conservacdo desse anuro sio inexistentes,
apresentando na literatura aspectos da descricao, do micro-habitat e da reprodugao (Cassiano-
lima, 2011; Cassiano-lima et al., 2020), da dieta (Aradjo et al., 2023) e do parasitismo (De
Oliveira et al., 2022). E a espécie mais afetada pelas acdes antrépicas e mudancas climaticas
(Corlett, 2012). A. maranguapensis estd classificada como criticamente ameacada (MMA,
2022; SEMA, 2022; IUCN, 2023).

Adelophryne baturitensis Hoogmoed, Borges & Cascon (1994) € encontrada no
Macico de Baturité, Serra de Maranguape, Serra da Aratanha e Planalto da Ibiapaba. E uma
das espécies mais bem distribuidas do Ceard, por isso, estd classificada como menos
preocupante (MMA, 2022; SEMA, 2022; IUCN, 2023). Tem hdbitos diurnos, é encontrado na
serrapilheira ou em bromélias (Hoogmoed; Borges; Cascon, 1984). Informag¢des acerca do
microhabitat, da bioacustica, dos aspectos reprodutivos e da genética populacional sdao

inexistentes.

Figura 1 — Espécies do género Adelophryne inseridas aos clados Norte e Sul da Mata
Atlantica e ao clado Norte da Amazonia

A. adiastala A. gutturosa A. patamona A. baturitensis A. maranguapensis
Puerto Vaupes, Colombia Kaieteur Guyana » Manngma tepui Guyana Baturite+ varioug.‘CE Maranguape, CE

P.miriamae P.sp.1 A.sp.d A.sp.6 A. pachydactyla A. pachydactyla
central Amazonia  Colombia Trancoso, BA Serra Bonita +Una, BA  Serra das Lontras, BA Jussari BA

Fonte: Fouquet et al., 2012
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

A espécie Adelophryne baturitensis ocorre no Macico de Baturité, Serra de
Maranguape, Serra da Aratanha e Planalto da Ibiapaba, e Adelophryne maranguapensis é
endémica da Serra de Maranguape, todas localizadas no estado do Ceard, Brasil. As Serras
cristalinas de Baturité, Maranguape e Aratanha sdo caracterizadas como macicos residuais que
apresentam a mata imida do cristalino. Por estarem localizadas em uma drea de barlavento,
recebem maior quantidade de chuvas quando comparadas as outras dreas da Caatinga
(sotavento). Esses brejos apresentam uma diversidade de vegetacdao, como arvores de porte alto
e predominancia de bridfitas, pteridofitas e epifitas (Moro et al., 2015). Acredita-se que esses
macicos residuais tiveram maior interferéncia da Mata Atlantica por compartilharem espécies
de fauna e de flora semelhantes (Moro et al., 2015).

Por outro lado, as matas imidas e subumidas também estao localizadas na Serra da
Ibiapaba que é caracterizada como relevo sedimentar. E a Serra que estd mais ao oeste do estado
do Ceard e abriga uma mata umida sedimentar que apresenta influéncia da Floresta Amazonica

(Figueiredo et al., 1997; Moro et al., 2015; Veloso et al., 1991).

4.2 Coleta das Amostras

As amostras de tecido utilizadas estavam armazenadas na Colecdo de Tecidos do
NUROF no Campus de Fortaleza da Universidade Federal do Ceara (UFC) e sdo provenientes
de excursoes que ocorreram ao longo dos anos pelo Nucleo Regional de Ofiologia (NUROF)
para o Macico de Baturité, Serra de Maranguape e Planalto da Ibiapaba. Além destas, foram
coletados 13 exemplares de A. baturitensis no hotel Remanso (-4,2409S -39,9287 W) localizado
no Macico de Baturité para completar a amostragem da localidade. Os animais foram levados
ao laboratério, onde foram eutanasiados com lidocaina 2%, apés isso, os individuos foram
pesados e medidos (Chatigny et al., 2017). A musculatura da perna foi removida e colocada em
um epperdorf com dlcool PA para ser utilizado na anélise genética. Os individuos foram fixados
com formalina a 10% e tombado na colecdao Herpetoldégica do NUROF. Também foram
utilizadas no presente estudo amostras obtidas a partir de swab com esfregaco de pele de A.
maranguapensis, uma vez que esta é uma espécie criticamente ameagada e a captura da mesma

€ mais restritiva. O swab foi passado trés vezes na regido dorsal e ventral dos anfibios, seguindo
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o protocolo de Kriger et al. (2006).

4.3 Extracao, amplificacio, e sequenciamento do DNA

O DNA foi extraido com o kit Wizard® DNA Purification (Promega) de acordo
com as instrucdes do fabricante, em seguida as amostras foram quantificadas no Nanodrop.
Parte do gene mitocondrial 16S rRna foi amplificado usando o par dos primers 16S-a
5'CGCCTGTTTACCAAAAACATCGCCT3' e 16S-b 5’
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT3' (Palumbi et al., 1991). O volume final da reacdo foi de
25 pl, composto por: 4.0 ul de ANTP (1.25 mM), 2,5 de of 10xPCR Buffer (200 mM Tris—
HCI, pH 8.4, 500 mM KClI), 1.0 pl de MgCI1? (50 mM), 1.0 ul de cada primer (50 ng/ul), 0.25 pl
de Taq polimerase (5 U/ul, Invitrogen), 1 pl de DNA (aproximadamente 100 ng/ul), and 14,25
de 4gua purificada para completar o volume final. O protocolo de amplificacdo seguiu os
seguintes passos: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por 45s,
56°C por 45s, 72°C por 2 min, e a extensdo final a 72°C por 5 min. Os produtos da PCR
passaram por por eletroforese em gel de agarose e foram visualizados no transluminador para
confirmar o sucesso da amplificacdo.

As amostras positivas foram purificadas com 20% de PEG 8000, seguindo o
protocolo de Paithankar e Prasad (1991). A reacdo de sequenciamento foi realizada no
Laboratorio de Genética e Conservacao (LGC/IECOS) da UFPA, utilizando o kit Big Dye
(Applied Biosystems) e injetados no sequenciador automdtico ABI 3500XL (Applied

Biosystems).

4.4 Analise de dados

As sequéncias foram inspecionadas e corrigidas no BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999),
e no mesmo programa foram alinhadas automaticamente no Clustal W (Thompson et al., 1997).
Foram incorporados a este banco sequéncias depositadas no  Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para o0 mesmo marcador, as quais foram separadas
por localidades de acordo com as informacdes disponiveis nestes acessos (Adelophryne
maranguapensis:
JX298285.1;JX298286.1;KU495097.1;KU495098.1;KU495099.1;KU495100.1;KU495102.1;
KU495103.1; KU495104.1; KU495105.1 ;KU495106.1; KU495101.1; Adelophryne

baturitensis:
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JX298281.1;JX298280.1;JX298277.1;1X298278.1;1X298279.1;1X298282.1;KU495092.1;KU
495093.1;KU495090.1;KU495091.1;KU495094.1;KU495095; KU495096.1) .

O ndmero de sitios polimoérficos foram contabilizados no programa MEGA X
(Kumar et al., 2018). Através do DnaSP v.5.1, os indices de diversidade genética, como a
diversidade haplotipica (h) e a diversidade nucleotidica () foram analisados dentro das
populacdes (brejos) e dentro de cada espécie (Librado; Rozas, 2010). A estruturagdo e as
associacOes entre os haplétipos foram construidas a partir da rede de haplétipos elaborada no
programa Haploviewer v.4.2 (Barrett et al., 2005), considerando todos os haplétipos
reconhecidos para as espécies. No programa Arlequin v3.5.12 foi realizada uma Anélise de
Variancia Molecular (AMOVA) para dimensionar como a variabilidade genética estad
distribuida dentro e entre as espécies. Os niveis de diferenciacdo genética entre as localidades
de cada tdxon foram determinados a partir dos valores de Fst par a par (Weir; Hill, 2002;

Excoffier; Lischer, 2010).
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5 RESULTADOS

Foram analisadas 80 sequéncias com 345 pares de base das sequéncias da regidao
16S rRNA da mitocOndria para as duas espécies. Dentre estas, 46 sequéncias de A. baturitensis
dos brejos de altitude do Cear4, sendo 34 de espécimes coletados no Macic¢o de Baturité (n=17),
no Planalto da Ibiapaba (n=9), na Serra de Maranguape (Mar =8), que estavam depositados na
colecdo de tecidos do NUROF. Para complementar a amostragem, 12 sequéncias presentes no
Genbank foram utilizadas, pertencendo as Serras da Aratanha (n= 1), Macico de Baturité (n=
2), Planalto da Ibiapaba (n=7) e Serra de Maranguape (n= 2). Para a espécie A. maranguapensis
foram utilizadas 34 sequéncias, destas, nove foram geradas a partir da extracio do DNA de
musculo dos individuos e 13 a partir de esfregaco dérmico. As sequéncias depositadas no
Genbank para a espécie (n=12) complementaram a amostragem.

Os parametros de diversidade analisados revelaram valores maiores para A.
maranguapensis do que para as quatro populagdes de A. baturitensis de diferentes localidades.
A. maranguapensis apresenta diversidade haplotipica (h = 0,171) e diversidade nucleotidica (z
=0,00085), com cinco sitios polimdrficos, correspondendo aos quatro haplétipos encontrados
em sua populacdo (Tabela 1). J4 para A. baturitensis foi reconhecido um unico haplétipo para
aregido génica analisada compartilhada entre as diferentes populagdes que ocorrem nos brejos

de altitude de Baturité, Maranguape, Aratanha e Ibiapaba.

Tabela 1 - Indices de diversidade genética para as espécies Adelophryne baturitensis e
Adelophryne maranguapensis. N - nimero dos individuos analisados; S -ntimero de sitios
polimérficos; H - o nimero de haplétipos; h - diversidade haplotipica; m - diversidade
nucleotidica

Espécies Localidade N S H h T
Adelophryne baturitensis Baturité 19 0 1 0 0
Maranguape 10 0 1 0 0
Ibiapaba 16 0 1 0 0
Aratanha 1 0 1 0 0
Total 46 0 1 0 0

Adelophryne maranguapensis Maranguape 34 5 4 0,171  0,00085

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Para a construcdo da rede de haplétipos no Haplotype Viewer (Figura 2) foram

utilizadas as 80 sequéncias mencionadas anteriormente, obtendo como resultado dois grupos de
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espécies separadas por 60 eventos mutacionais. As espécies apresentaram auséncia de
estruturacdo populacional e de compartilhamento de haplétipos. A. maranguapensis apresentou
uma Unica populacio, como o esperado, e quatro haplétipos, e A. baturitensis apenas um Gnico
haplétipo frequente entre as populacdes que ocorrem no Macico de Baturité, Planalto da

Ibiapaba, Serra de Maranguape e Serra da Aratanha.

Figura 2 — Distribuicdo de Adelophryne baturitensis e Adelophryne maranguapensis e a rede
de hapldtipos para o marcador mitocondrial 16S rRna. As cores usadas no mapa para
representar cada localidade correspondem as cores usadas na rede de haplétipos. Os pontos e
0s tracos representam os passos mutacionais entre os haplétipos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Tabela 2) considerou 34 sequéncias
de A. baturitensis dos brejos de altitude do Ceard, geradas a partir dos tecidos dos espécimes
coletados no Macico de Baturité (n=17), Planalto da Ibiapaba (n=9), Serra de Maranguape (Mar
=8), e as 22 sequéncias de A. maranguapensis da Serra de Maranguape, todas com 499 pares
de base. Nesse sentido, mostrou que a maior variabilidade genética para o gene 16S rRna ocorre
entre os grupos (Fee =99.46%). A diferenciacdo genética entre as populacdes de A. baturitensis

(Fse= 0.05), € baixa e sem significancia (p = 0.08871).
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Por outro lado, para a investigac@o do Fst par a par foram incorporadas a andlise as
sequéncias depositadas no Genbank, no total 80 sequéncias exploradas com 345 pares de base.
A partir do Fst par a par pode-se observar que as populacdes de A. baturitensis e de A.
maranguapensis apresentam diferencas significativas. Ademais, as populacdes de A.
baturitensis dos diferentes brejos de altitude apresentam um unico estoque populacional,
embora seja uma espécie com ampla distribuicdo geogrifica no Ceard. Assim, a diferenca

genética entre essas populacdes € muito pequena (Tabela 3).

Tabela 2 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as espécies Adelophryne
maranguapensis € Adelophryne baturitensis usando o marcador mitocondrial 16S rRna.
Avaliado quanto a diversidade genética dentro e entre populagdes.

Grau de Somade  Componentes da Porcentagem de
Fonte de Variacao Liberdade quadrados Variancia Variacao
Entre grupos 1 947.486 35.44840 Va 99.46
Entre populagdes dentro
dos grupos 2 0.733 0.01819 Vb 0.05
Dentro das populacdes 52 9.013 0.17333 Vc 0.49%*
Total 55 957.232 35.63992

P-value significativo Ve (p= 0.00)
Indices de fixagio

FCT: 0.99463; FSC: 0.09496; FST: 0.99514;

Tabela 3 - Andlise do Fst par a par para as populacdes das espécies Adelophryne
maranguapensis e Adelophryne baturitensis

Localidades (1) (2) 3) 4) &)

(1) A. maranguapensis (Maranguape) -

(2) A. baturitensis (Baturité) 0.99729* -
(3) A. baturitensis (Ibiapaba) 0.99712* - -
(4) A. baturitensis (Maranguape) 0.99678* - - -

(5) A. baturitensis (Aratanha)
0.99580 - - - -

* P-valor significativo (p= 0.05)
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6. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que investiga aspectos populacionais usando ferramentas
moleculares para os anfibios do género Adelophryne que ocorrem no estado do Ceard. Ademais,
a pesquisa proporciona novas perspectivas acerca dos aspectos ecoldgicos de Adelophryne

baturitensis.

6.1 Diversidade Genética e Estruturacio populacional

A espécie A. maranguapensis apresenta estoque populacional tnico com indices de
diversidade genética e presenca de haplétipos que sugerem uma possivel expansdo
populacional, podendo estar associada aos eventos de demografia recente (Nyakaana et al.,
2008; Gongalves et al., 2009). Os exemplares de A. baturitensis dos diferentes brejos de altitude
sdo geneticamente idénticos, apresentando um tnico estoque populacional, o que indica que a
separagdo entre as populacdes ndo foi muito antiga e pode estar associada a formacdo dos brejos
de altitude do Nordeste do Brasil, que remete a expansdo recente das florestas nos periodos
umidos do Pleistoceno e Holoceno (Prado; Gibbs, 1993). Diante disso, a formagao recente dos
enclaves florestais pode ndo ter afetado a diversidade e a estrutura genética do marcador
mitocondrial 16S rRna (Vences et al., 2005).

Nesse sentido, os indices de diversidade surpreendentemente menores em A.
baturitensis do que os encontrados para A. maranguapensis, mesmo esta ultima apresentando
uma populagdo menor e estar criticamente ameacada de extingdo, pode ter sido afetado pela
reducdo do tamanho populacional causado pelas fragmentagdes naturais ou antrépicas, bem
como a alta probabilidade de endogamia entre os individuos de populagdes isoladas e pequenas
(Arioli; Jakob; Reyer, 2010). Este ultimo caso € preocupante, pois a alta variabilidade genética
dentro das populacdes mantém altos indices de diversidade, sendo necessdria para a adaptagao
as possiveis mudancas ambientais do meio (Salducci et al., 2005; Funk et al., 2007; Mota,
2010).

Na literatura existem trabalhos que documentam a estruturacdo genética em
anfibios (Zeisset; Beebee, 2008; Kaefer ef al., 2012; Santana-Cornélio et al., 2020), indicando
que ¢ frequente o isolamento da distribui¢do das populagdes, resultando em baixa migragao e
estimativas praticamente nulas de fluxo génico entre elas (Shaffer et al., 2000; Lampert ef al.,
2003; Ramos et al., 2018; Magalhaes et al., 2022). Os anfibios com desenvolvimento direto,
como Pristimantis lato (Santana-Cornélio et al., 2020) e Allobates (Kaefer et al., 2012)
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apresentam forte estruturacdo genética devido as estratégias de vida, como baixas taxa de
migracdo (Fouquet et al., 2014, 2015), territorialidade e filopatria (Wells, 2007; Bogart, 1991).
Apesar disso, os resultados encontrados no presente estudo mostraram um perfil diferente do
que era esperado para A. baturitensis, € isso pode estar relacionado ao uso do marcador genético

16S rRna, por ser mais conservado (Thomé et al., 2012; Yang et al., 2005).

6.2 Aspectos ecolégicos

As espécies A. maranguapensis e A. baturitensis fazem parte do clado Norte da
Mata Atlantica e sao as tnicas do género Adelophryne registradas para os brejos de altitude do
Ceard (Hoogmoed; Borges; Cascon, 1984; Fouquet et al., 2012). A. maranguapensis tem os
aspectos de historia natural e de ecologia bem estudados na literatura, como a biologia
reprodutiva (Cassiano-Lima et al., 2020), descri¢ao do canto de antincio (Cassiano-Lima et al.,
2014), a dieta (Araujo et al., 2023) e o parasitismo (De Oliveira et al., 2022). Contudo, para A.
baturitensis existe uma escassez de informagdes detalhadas sobre a histéria natural,
apresentando praticamente informacdes da descricdo da espécie (Hoogmoed; Borges; Cascon,
1984), do microhabitat (Borges-Nojosa, 2007) e da dieta (Aradjo et al., 2023).

Como novidades para os aspectos ecoldgicos das espécies é importante mencionar
que os nossos dados revelaram que nove individuos coletados na Serra de Maranguape em
altitudes de 800m e identificados previamente como A. maranguapensis, quando sequenciados
apresentaram sequéncias de DNA de A. baturitensis. Outrossim, durante as coletas de DNA de
A. maranguapensis, realizadas por meio da técnica do swab, em altitudes acima dos 900m no
microhabitat das bromélias, obtivemos uma sequéncia de A. baturitensis. Essa sequéncia
pertencia ao individuo ABA 122, representante de um haplétipo distinto do encontrado para A.
baturitensis. Contudo, essa sequéncia apresentou alguns picos de baixa qualidade e nao foi
inserida no banco de dados das andlises, sendo relevante a repeticio das coletas e dos
procedimentos moleculares. Diante disso, essas informacdes sdo novidades relevantes para a
literatura, visto que acreditava-se que as duas espécies ndo ocorriam em sintopia.

Nessa perspectiva, nosso estudo contribui para a complementagdo de informagdes
acerca da distribuic@o de A. baturitensis na Serra de Maranguape, visto que, acreditava-se que
a sua distribuicdo ocorria abaixo dos 600 m de altitude (I. J. Roberto - Informagdo pessoal).
Esse pardmetro contribuia para a identificacdo das espécies em Maranguape por apresentarem
caracteristicas morfoldgicas semelhantes, sendo dificil identificar as espécies pelas informacdes

morfoldgicas encontradas no artigo de descri¢do. Contudo, é necessdrio ter cautela quanto a
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identificacdo das duas espécies considerando a altitude onde sdo coletadas, sendo fundamental
o apoio das ferramentas genéticas e moleculares no processo de identificacdo, como o PCR
multiplex (Silva, 2008; Ermakov et al., 2019; Chernigova et al., 2023). O PCR multiplex é uma
ferramenta eficaz, barata e rdpida na identificacdo de espécies que apresentam morfologia
semelhantes (Phuektes et al., 2001; Silva, 2008). E uma técnica amplamente utilizada para a
deteccao de microrganismos (Silva, 2008) e recentemente foi aplicada para identificar os sapos
verdes europeus e os seus hibridos (Ermakov et al., 2019) e as ras marrons da Sibéria
(Chernigova et al., 2023). Principalmente para o género Adelophryne essa ferramenta seria
relevante, pois a morfologia semelhante torna dificil o processo de identificacdo das espécies

(Loebmann; Orrico; Haddad, 2011).

6.3 Implicac6es para a conservacio

A. maranguapensis esta criticamente ameacada de extincdo e A. baturitensis estd
classificada como menos preocupante (MMA, 2022; SEMA, 2022; TUCN, 2023). Nessa
perspectiva, os resultados apresentados mostraram informacdes que no esperavamos encontrar
para A. baturitensis, pois embora ja soubessemos sobre o nivel de ameaca de A.
maranguapensis, nao esperavamos uma diversidade mais baixa para A. baturitensis, visto que
apresenta maior distribui¢do e maior tamanho populacional. Desse modo, as informagdes
reveladas destaca a necessidade de uma investigacao mais detalhada, através da utilizacao de
marcadores mais varidveis, como os microssatélites e o D-loop, para fornecer respostas mais
precisas acerca da diversidade e da estruturacdo genética das espécies (Ouborg et al., 2010;
Silva et al., 2021). Além disso, é extremamente necessdrio um estudo mais abrangente sobre a
histéria natural da espécie e sobre os aspectos populacionais da mesma, em cada um dos brejos.
Assim, os resultados aqui descritos podem integrar esses dados no Plano Nacional de
Conservacao dos anfibios, pois associados a outras estratégias de conservagdo, poderdo ser

cruciais para a manuten¢ao dessas populagdes a longo prazo.
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7 CONCLUSAO

Ao final desta dissertacdo de mestrado podemos concluir que Adelophryne
maranguapensis apresentou maiores indices de diversidade haplotipica e nucleotidica do que
Adelophryne baturitensis. Além disso, ndo encontramos sinais de estruturacdo populacional
para A. baturitensis e observamos que suas populacdes sdo compostas por apenas um Unico
estoque populacional.

O nosso estudo proporcionou novas contribui¢des para a ocorréncia e para a
identificacio de A. baturitensis na Serra de Maranguape. Com o0s nossos resultados
conseguimos visualizar que a espécie estd ocorrendo em sintopia com A. maranguapensis, em
altitudes acima de 600m, usando o micro-habitat das bromélias. Essa nova informagao € crucial
para o cuidado na identifica¢do das espécies na Serra, visto que a altitude era utilizada como

um critério relevante para diferencia-las pela semelhanga dos caracteres morfologicos.
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