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I - RESUMO  

O gênero Dendropsophus apresenta uma grande diversidade de espécies, 

compreendendo atualmente mais de 90 espécies de anuros hilídeos, e se caracteriza por 

apresentar como principal sinapomorfia o número cromossômico 2n=30. Muitas problemáticas 

taxonômicas ainda cercam esse grupo, como a referente a Dendropsophus nanus e 

Dendropsophus walfordi. Tais espécies já foram consideradas sinônimas com base em dados 

morfológicos, proposta que foi refutada após análise de canto. Recentes inferências filogenéticas 

têm apontado o possível parafiletismo dessas duas espécies de anuros, mas nenhuma delas teve 

a amostragem devidamente desenhada para avaliar cuidadosamente a questão taxonômica 

decorrente dessa observação. Mesmo o estudo filogenético que incluiu o maior número de 

representantes dessas espécies contou com apenas cerca de 700 pb de um único marcador 

genético (gene ribossomal mitocondrial 12S). Além disso, não incluiu nenhum exemplar da 

localidade-tipo de ambas as espécies e, embora a amostra dessa espécie tenha sido a maior 

utilizada até o momento em análises filogenéticas, ainda não foi suficiente para cobrir toda a 

grande área de ocorrência desses anuros. Com o intuito de solucionar tais problemas e contribuir 

para a análise da delimitação dessas espécies, foi investigado o possível parafiletismo entre as 

espécies D. nanus e D. walfordi, por meio da comparação de sequências dos genes mitocondriais 

12S, 16S e CO1, e com a amostragem de indivíduos de 24 localidades abrangendo a maior parte 

da distribuição incluindo as localidades-tipo de cada uma das duas espécies. Foi observada alta 

estruturação genética do grupo de interesse pela análise de variância molecular (AMOVA) e 

cinco principais clados (A-E) foram identificados em todos os cladogramas inferidos. O 

parafiletismo de D. nanus com relação a D. walfordi foi observado em todas as análises 

filogenéticas. As distâncias genéticas entre os clados A-E foram altas e permitem sugerir que o 

grupo em questão represente na realidade um complexo com mais de duas espécies diferentes. 
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ABSTRACT 

The Dendropsophus genus presents a great diversity of species, currently including more 

than 90 species of hylid frogs, and its main synapomorphy is the chromosome number 2n = 30. 

Many taxonomic problems still surround this group, as those referred to Dendropsophus nanus 

and Dendropsophus walfordi. Such species have been considered synonymous based on 

morphological data, but that proposal was rejected after call analysis. Recent phylogenetic 

inferences have pointed out the possible paraphyly of these species of frogs, but they were not 

designed to carefully evaluate the taxonomic question arising from this observation. Even the 

phylogenetic study that included a large number of representatives of these species did not 

sampled their type locality and was based on only ~ 700 bp of a single genetic marker 

(mitochondrial 12S ribosomal gene). In order to solve these problems and contribute to the 

analysis of these species delimitation, we investigated the possible paraphyly between D. nanus 

and D. walfordi by comparing the sequences of the mitochondrial genes 12S, 16S and CO1, and 

sampling specimens from 24 localities, including the type-locality of each of these species. High 

genetic structuration was observed inside this group by the analysis of molecular variance 

(AMOVA) and five major clades (A-E) were recognized in all inferred cladograms. The 

paraphyly of D. nanus with respect to D. walfordi was observed in all phylogenetic analyses. 

The genetic distances among the Clades A-E were high and allowed to suggest that in fact a 

complex with more than two different species exist in the analyzed group. 
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I. INTRODUÇÃO  

A delimitação de espécies sempre foi alvo do estudo de sistematas e taxonomistas e cada 

vez mais esse assunto tem chamado a atenção daqueles que se preocupam com estratégias 

conservacionistas. Atualmente, estima-se que haja entre 2 e 100 milhões de espécies no Planeta, 

e que apenas 1,4 milhões delas tenham sido descritas (WORLD RESOURCES INSTITUTE, 

IUCN, 2014). Embora a correta identificação de novas espécies e uma taxonomia sem equívocos 

seja fundamental para um sistema confiável de informação biológica, essas nem sempre são 

tarefas fáceis. Apesar de haver um consenso entre os pesquisadores de que espécie seja a menor 

unidade evolutiva independente, os conceitos de espécie têm sido muito debatidos 

(ROSSELLO-MORA & AMANN, 2001, ALEIXO, 2009) e até mesmo novos conceitos têm 

sido sugeridos na tentativa de unificá-los (HAUSDORF, 2011). Dentre os conceitos de espécie 

existentes, três têm sido mais utilizados, todos eles não excludentes entre si: o Conceito de 

Morfoespécie ou Conceito Tipológico de Espécie, o Conceito Biológico de Espécie e o 

Conceito Filogenético de Espécie. 

Segundo o Conceito Tipológico, “as espécies são os menores grupos que são consistente 

e persistentemente distintos e distinguíveis por características comuns a cada um dos grupos” 

(ver revisão de RICHARDS, 2013). O Conceito Biológico de Espécie (CBE) define espécies 

como grupos de populações naturais realmente ou potencialmente intercruzantes e capazes de 

produzir descendência fértil, que são reprodutivamente isolados de outros grupos tais como 

esses (MAYR, 1942, 1963). Já o Conceito Filogenético de Espécie (CFE) se baseia na 

sistemática filogenética ou cladística. Diferentes autores enfatizam variados processos ou 

abordagens ao definirem espécies sob o ponto de vista filogenético e, baseado nessa observação, 

de QUEIROZ (1998) reconheceu três classes de conceitos filogenéticos de espécie. A primeira 

delas equivaleria a um conceito cladístico ou Hennigiano de espécie, cuja definição enfatiza os 

eventos de cladogênese. De QUEIROZ (1998) cita a seguinte afirmação de RIDLEY (1989) ao 

definir essa classe de conceito: “Espécie é um grupo de organismos entre dois eventos de 

especiação, ou entre um evento de especiação e um evento de extinção, ou descendente de um 

evento de especiação (RIDLEY, 1989)”. A segunda classe de conceito filogenético de espécie 

reconhecida por de QUEIROZ (1998) seria aquela em que o reconhecimento da espécie como 



 
    
  

2 

 

um grupo monofilético é o cerne da questão. Para exemplificar autores que privilegiam o 

conceito de monofiletismo na definição de uma espécie, de QUEIROZ (1998) cita, dentre 

outros, MISHLER (1985), que afirma que espécies são “grupos monofiléticos de organismos 

reconhecidos como linhagens, com base em caracteres derivados compartilhados e classificados 

como espécies devido a fatores causais que mantêm as linhagens como o menor grupo 

monofilético importante reconhecido em uma classificação formal.” A terceira classe de 

definições relacionadas ao conceito filogenético de espécies seria aquela em que os caracteres 

de diagnose são privilegiados (de QUEIROZ, 1998). Para exemplificar essa classe, de Queiroz 

cita, dentre outras, a definição dada por CRACRAFT (1983), o primeiro estudioso a empregar 

o conceito filogenético de espécie: “Uma espécie é o menor grupo diagnosticável de indivíduos 

em que há um padrão de ancestralidade e descendência”.  

Dentre os conceitos acima citados, existem vantagens e algumas restrições. O conceito 

tipológico de espécie tem a vantagem de poder ser amplamente aplicado. Porém a definição de 

espécie a partir desse conceito pode se tornar muito simplista e arbitrária. O CBE não pode ser 

diretamente aplicável, é difícil de ser testado, como no caso de fósseis, e não se aplica a 

organismos assexuados, por exemplo. Já o CFE pode ser aplicado a qualquer tipo de organismo 

e pode ser testado, porém exige tempo, recursos e cautela nas análises (ver discussão em 

FREEMAN & HERRON, 2009). É importante ressaltar que este último pode abranger os outros 

dois conceitos e permite a diferenciação de espécies crípticas ou inferir a presença de um 

complexo de espécies. Recentemente, as inferências filogenéticas têm sido importantes 

ferramentas na identificação de espécies candidatas (exemplo em FUNK et al., 2012; RIVERA-

CORREA & ORRICO, 2013; ABRAHAM et al., 2013 e MATSUI et al., 2014) e na descrição 

de várias espécies de anuros (exemplos em HAWKINS et al.; 2007, FOUQUET et al., 2011; 

EVANS et al., 2011). 
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1. Ferramentas para a identificação de uma espécie  

Para a descrição de uma espécie, os caracteres morfológicos que permitam sua distinção são 

de grande importância. No entanto, muitas espécies são extremamente similares 

morfologicamente, podendo assim acarretar problemas taxonômicos. Nesse contexto, outros 

tipos de análise têm se juntado às morfológicas na tentativa de investigar a presença de espécies 

crípticas. Diferentes grupos taxonômicos contam com ferramentas específicas que auxiliam em 

cada caso. As aves, por exemplo, além de sua morfologia, são diferenciadas pelo canto 

(VIELLIARD et al., 2010). Invertebrados também possuem características peculiares de grande 

relevância para a discriminação de espécies. No caso de formigas, por exemplo, são observados 

e analisados seus tipos de nidificação (SIMAS et al., 2003). Para os anfíbios anuros não é 

diferente. Muitos dados são utilizados além dos morfológicos, como aqueles relativos a modos 

reprodutivos (WOGEL & POMBAL, 2007), ao cariótipo (SIQUEIRA et al., 2009) e, 

principalmente, à vocalização (CONTE et al., 2010). Desde a década de 1990, outra importante 

ferramenta tem auxiliado amplamente na identificação de espécies e na solução de problemas 

taxonômicos: as inferências filogenéticas e de dinâmicas populacionais (tais como taxa de fluxo 

gênico) baseadas em marcadores moleculares. 

As hipóteses de relacionamentos filogenéticos têm sido cada vez mais exploradas por 

taxonomistas na descrição de novas espécies (exemplos em RIVERA-CORREA & ORRICO, 2013; 

JUNGFER et al., 2010 ou CAMINER & RON, 2014). O emprego de filogenias para esse fim se 

tornou especialmente importante quando sequências de DNA passaram a ser utilizadas para a 

inferência de cladogramas, já que essas permitem o levantamento de um número grande de 

caracteres filogeneticamente informativos, o que dificilmente é obtido com dados de outra 

natureza. Os genes mitocondriais têm sido amplamente utilizados para a inferência de filogenias 

(FAIVOVICH et al., 2005; GRANT et al., 2006; ALEXANDER PYRON & WIENS, 2011), 

sendo os genes 12S, 16S e CO1 os mais comuns para a delimitação de espécies de anfíbios 

(VENCES et al., 2005a,b; HAWKINS et al., 2007;COLOMA et al., 2012), como mostra o 

próximo item. 
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2. Genes mitocondriais úteis na distinção entre espécies animais 

O DNA mitocondrial (DNAmt) tem sido amplamente utilizado atualmente em estudos 

filogenéticos, pois apresenta uma baixa frequência de recombinações e elevada taxa evolutiva, 

estimada em 5-10 vezes maior do que a do genoma nuclear (BROWN et al., 1979 e MIYATA 

et al., 1982). Dentre os fatores que parecem contribuir para a rápida taxa evolutiva do genoma 

mitocondrial estão a) sua elevada exposição a danos oxidativos, o sistema de replicação falho a 

que está sujeito, b) ausência ou deficiência de mecanismos de reparo de danos no DNA, c) a 

menor chance de eliminar mutações pouco deletérias decorrente da baixa frequência de eventos 

de recombinação e, ainda, d) a alta taxa de renovação das moléculas de DNAmt (revisão de 

GRAY, 1989). Dessa forma, a análise de DNAmt possibilita a detecção de sinais filogenéticos 

mesmo em estudos de táxons menos abrangentes. Além disso, o DNAmt apresenta grande 

número de cópias por célula (MICHAELS et al., 1982; ROBIN & WONG, 1988), o que também 

facilita a manipulação do material a ser estudado.  

A molécula do genoma mitocondrial dos vertebrados (DNAmt) é circular e contem 37 

genes: 13 genes que codificam proteínas relacionadas ao metabolismo mitocondrial, 22 genes 

transcritores de RNA transportador (RNAt) e 2 de RNAs ribossomais (RNAr), os genes 12S e 

16S (ZHANG et al., 2009) (FIGURA 1). O DNAmt inclui ainda uma região controle, que é a 

maior região não-codificadora desse genoma, também denominada D-loop, localizada entre os 

genes Cytb e RNAtLeu (CUN) (ZHANG et al., 2009). O nome dessa região se deve ao fato de ser 

a região reguladora da replicação e transcrição do DNA e o nome D-loop se refere a uma “alça” 

formada no início da replicação (CLEYTON, 1982).  

Diferentes taxas evolutivas podem ser observadas ao longo dos genes ribossomais, sendo 

os sítios mais conservados aqueles correspondentes a regiões dos RNAr que se associam com 

proteínas, RNAm e RNAt (HILLIS & DIXON, 1991). O segmento mitocondrial que transcreve 

RNAr 16S apresenta cerca de 1500 pares de nucleotídeos e revela grande quantidade de 

informações importantes para estudos filogenéticos de diferentes grupos taxonômicos, 

auxiliando tanto no estudo de níveis hierárquicos mais abrangentes quanto de espécies 
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(exemplos em BLACK IV & PIESMAN, 1994; VENCES et al., 2005; KUO et al., 2003; 

SPICER & DUNIPACE, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. DNA mitocondrial do anuro Limnonectes bannaensis (Modificado de ZHANG et al., 

2009). Os genes utilizados neste trabalho (12S, 16S, RNAt Val e CO1) estão indicados pelas 

setas. 

Dentre os genes codificadores de proteínas, o gene CO1, que codifica a subunidade 1 da 

enzima citocromo c oxidase, tem se destacado por auxiliar na identificação taxonômica de 

organismos de vários grupos. Justamente por essa capacidade, o gene CO1 foi o primeiro a ser 

proposto para a geração de sequências de DNA capazes de servir como identificadoras de 

táxons, denominadas “DNA barcodes” (HEBERT et al., 2003). A enzima citocromo c oxidase 

é uma proteína transmembrana de tamanho considerável que atua no processo da fosforilação 

oxidativa e, por conta dessa característica generalista para o metabolismo de uma célula, é 

bastante conservada entre as espécies. Por outro lado, o gene CO1 tem apresentado variabilidade 
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interespecífica suficiente para diferenciar espécies pertencentes a diversos grupos animais 

porque sua variação intraespecífica tem sido bem menor do que a encontrada entre diferentes 

espécies (HEBERT et al., 2003, 2004a, b; revisão de WAUGH, 2007). Segundo HEBERT et al. 

(2004a), a variação interespecífica média do gene CO1 apresenta-se cerca de 10 vezes maior do 

que a variação intraespecífica média em diferentes grupos animais e, consequentemente, a 

consideração dessa proporção na análise da diversidade de animais pode acelerar a descoberta 

de novas espécies. 

Recentemente, o programa “Barcode of Life Initiative” surgiu com o objetivo de gerar 

códigos de barra de DNA (DNA Barcode), possibilitando estudos moleculares e a catalogação 

de espécies de diferentes grupos (www.barcodeoflife.org; revisão de SHNEYER, 2007). As 

sequências de DNA geradas nesse programa são armazenadas em bancos de dados sujeitos a 

regras mais rigorosas do que aquelas praticadas no Genbank, dentre os quais podem ser 

destacados o banco de dados BOLD (The Barcode of Life Data Systems; www.barcoding.org) 

e o CBOL (Consortium for the Barcode of Life; www.barcoding.si.edu). Tais bancos de dados 

têm permitido que sequências-teste, provenientes de espécimes com identificação taxonômica 

desconhecida, sejam comparadas com sequências previamente catalogadas e, assim, 

identificações taxonômicas sejam inferidas.  

Apesar do gene CO1 ser considerado o gene padrão para DNA barcode em vários grupos 

animais, para o estudo de anfíbios, talvez esse não seja o único ou o melhor marcador a ser 

considerado. VENCES et al. (2005a, b) argumentam que o gene ribossomal mitocondrial 16S 

preenche todos os requisitos necessários a um marcador para DNA barcode em anfíbios e 

defende seu uso como marcador complementar ao gene CO1. Segundo VENCES et al. 

(2005a,b), um dos fatores limitantes para o uso do CO1 como DNA barcoding para anfíbios é 

a alta variabilidade dos sítios de anelamento dos primers, o que dificulta a aplicação de primers 

universais para todas as espécies. Outro importante fator levantado por VENCES et al. (2005b) 

como limitante do uso de CO1 para DNA barcode de anfíbios se refere à alta taxa de variação 

intraespecífica apresentada em várias espécies. Com a análise de sequências de CO1 de anuros 

da família Mantellidae e de salamandras do gênero Aneides, VENCES et al. (2005b) notaram a 

sobreposição de níveis de divergência intraespecífica e interespecífica ao invés de taxas de 
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divergência interespecífica 10 vezes maiores do que as de divergência intraespecífica, como era 

esperado com base nos estudos de HEBERT et al. (2004a). Baseados nesse achado, VENCES 

et al. (2005b) discutiram sobre a dificuldade na definição de valores de divergência que 

permitam o uso desse marcador para a distinção entre espécies. Por outro lado, XIA et al. (2012) 

indicam o CO1 como o gene mitocondrial mais adequado para DNA barcode de salamandras 

asiáticas. Mediante tais resultados contraditórios obtidos a partir do estudo de diferentes grupos 

de anfíbios, fica clara a necessidade de novos estudos do grupo taxonômico Amphibia que 

incluam os dois genes. 

 

3. O gênero Dendropsophus  

Os anfíbios estão distribuídos por todo o globo, e estão divididos em três ordens: 

Caudata, Gymnophiona e Anura (POUGH, 1999; FROST, 2014). Com 1026 espécies, o Brasil 

é o país de maior diversidade de anfíbios (SILVANO & SEGALLA, 2014). Só nos últimos nove 

anos, mais de 200 novas espécies foram descritas no Brasil (SILVANO & SEGALLA, 2014). 

Atualmente, a destruição de áreas por desmatamento tem reduzido a fauna, atingindo também 

esse grupo (STUART et al., 2004). Algumas das espécies recém-descritas já estão ameaçadas e 

pouco se conhece sobre a sua história natural e ecologia. Assim, estudos que caracterizem esses 

anfíbios são importantes subsídios para ações que visem à conservação dessas espécies 

(RÖDDER et al., 2009).  

A família Hylidae tem distribuição nas Américas, Austrália/Papua-Nova Guiné e Eurásia 

e possui aproximadamente 944 espécies, agrupadas em três subfamílias: Hylinae, 

Pelodryadinae, Phyllomedusinae (FROST, 2014). Atualmente, a subfamília Hylinae, é 

constituída por 43 gêneros e em torno de 678 espécies (FAIVOVICH et al., 2005; FROST, 

2014). Dendropsophus é o segundo maior gênero da subfamília Hylinae, com mais de 90 

espécies distribuídas desde o Norte da Argentina e Paraguai até o Sul do México (FROST, 

2014). Foram registradas pelo menos 60 espécies deste gênero no Brasil e espécies novas têm 

sido descritas todos os anos (HADDAD et al., 2008; FROST, 2014). Embora os dados 

citogenéticos para esse grupo ainda sejam escassos e, vários deles, restritos ao número e 
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morfologia dos cromossomos, o número cromossômico diploide igual a 30 (2n=30) é 

considerado a principal sinapomorfia desse gênero (FAIVOVICH et al., 2005; SUÁREZ et al., 

2013), em que é possível também verificar uma intrigante variação do número de cromossomos 

telocêntricos entre diferentes espécies (para revisão, ver CATROLI & KASAHARA, 2009). 

Entretanto, até hoje não foi possível inferir os passos evolutivos que levaram à divergência 

cariotípica nesse gênero, pois o reconhecimento de homeologias cromossômicas 

interespecíficas é ainda muito controverso (ver discussão em MEDEIROS et al., 2013).  

Dentre os nove grupos de espécies reconhecidos em Dendropsophus, o grupo D. 

microcephalus é o que reúne maior número de espécies, incluindo atualmente mais de 30 

espécies (FAIVOVICH et al., 2005; FROST, 2014). WIENS et al. (2010) relataram o 

parafiletismo desse grupo em relação a Dendropsophus riveroi, que havia sido atribuído ao 

grupo D. minimus por FAIVOVICH et al. (2005). FOUQUET et al. (2011) recuperaram dentro 

do grupo D. microcephalus não só D. riveroi mas também D. gaucheri, uma espécie 

previamente alocada no grupo D. parviceps. Apesar da relação interespecífica no grupo D. 

microcephalus permanecer por ser elucidada, algumas das suas espécies foram tentativamente 

atribuídas a dois clados por FAIVOVICH et al. (2005): o clado Dendropsophus decipiens 

(incluindo D. berthalutzae, D. decipiens, D. haddadi e D. oliveirai) e o clado Dendropsophus 

rubicundulus (incluindo D. anataliasiasi, D. araguaia, D. cachimbo, D. cerradensis, D. 

elianeae, D. jimi, D. rhea, D. rubicundulus e D. tritaeniatus). Estes clados correspondem a 

grupos de espécies propostos anteriormente por outros pesquisadores (NAPOLI & 

CARAMASCHI, 1998, 1999; CARVALHO-E-SILVA et al., 2003), mas FAIVOVICH et al. 

(2005) destacaram a ausência de um rigoroso teste para o monofiletismo de cada um desses 

grupos.  

 

4. O parafiletismo de D. nanus e D. walfordi  

Além da falta de informações filogenéticas sobre as espécies pertencentes ao grupo D. 

microcephalus, várias questões taxonômicas persistiram sobre algumas delas. Os tamanhos 

muito pequenos e morfologias externas muito semelhantes desses anuros fazem da sua 
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identificação taxonômica um desafio, resultando em uma série de problemas, incluindo a 

identificação equivocada de espécimes. Destacamos aqui algumas questões relativas às espécies 

D. nanus, Dendropsophus sanborni, Dendropsophus walfordi e Dendropsophus jimi 

(LANGONE E BASSO, 1987; MEDEIROS et al., 2003; FOUQUET et al., 2011).  

Em relação a D. nanus e D. sanborni, as análises citogenéticas foram muito relevantes 

na identificação de possíveis equívocos de identificação taxonômica. Os cariótipos encontrados 

para indivíduos de D. nanus e D. walfordi por MEDEIROS et al. (2003) foram idênticos aos 

descritos, anteriormente, respectivamente para D. sanborni (por SKUK & LANGONE, 1992) e 

D. nanus (por BOGART, 1973). MEDEIROS et al. (2003) argumentaram que a semelhança 

morfológica entre estas duas espécies poderiam ter resultado em equívocos de identificação, 

hipótese que foi confirmada por GRUBER et al. (2005), que detectaram os mesmos cariótipos 

descritos por MEDEIROS et al. (2003) para D. nanus e D. sanborni.  

Entre D. walfordi e D. nanus (Figura 2) outra problemática taxonômica foi levantada. 

Dendropsophus walfordi foi descrita em 1962, tem como localidade-tipo Forte Príncipe da 

Beira, Território de Rondônia, Brasil (BOKERMANN, 1962) e ocorre na região central e mais 

ao norte da  da Bacia Amazônica no Brasil (FROST, 2014). Já D. nanus ocorre do nordeste ao 

sul do Brasil, no Paraguai, no norte da Argentina e leste da Bolívia, no Uruguai e na Bacia de 

La Plata, na Argentina (FROST, 2014) e sua localidade-tipo é Colonia Resistencia, uma área no 

sul do Chaco da Argentina (BOULENGER, 1889). Baseados em dados morfológicos, LUTZ 

(1973) e DUELLMAN (1977) consideraram D. walfordi sinônimo de D. nanus, mas D. walfordi 

foi novamente elevada à categoria de espécie válida por LANGONE & BASSO (1987), com 

base em análises de vocalização. FOUQUET et al. (2011), em uma análise filogenética que 

incluiu dois espécimes de D. nanus da Guiana Francesa, um da Argentina e um exemplar de D 

walfordi de Rondônia, levantaram novamente a questão taxonômica referente a esses táxons, 

pois esses se mostraram parafiléticos. No entanto, a escassez da amostra utilizada nesse estudo 

impediu que os autores chegassem a qualquer conclusão em relação a essa questão.  
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OBJETIVO  

Objetivo Geral  

Investigar a hipótese de parafiletismo entre as espécies D. nanus e D. walfordi e, 

consequentemente, o enquadramento desses táxons no conceito filogenético de espécie. 

 

Objetivos Específicos  

1. Ampliar a amostragem das duas espécies a serem investigadas neste trabalho, 

especialmente a de D. nanus, cuja distribuição geográfica é bastante ampla, obtendo inclusive 

amostras das localidades-tipo de ambas as espécies. 

2. Gerar inferências filogenéticas para D. nanus e D. walfordi com base em sequências 

do fragmento mitocondrial H1 e do gene mitocondrial CO1 analisadas separadamente ou em 

conjunto. 

3. Comparar todas as topologias geradas e avaliar a validade dos táxons D. nanus e D. 

walfordi. 
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Tabela 1. Espécimes utilizados no presente estudo, respectivos locais de coleta e identificação 
de suas amostras de tecido em coleção e/ou de suas sequências nucleotídicas no GenBank. 
SMRP: coleção de tecidos “Shirlei Maria Recco-Pimentel”, depositada no Laboratório de 
Estudos Cromossômicos do IB-UNICAMP; ZUEC: Museu de Zoologia da Universidade 
Estadual de Campinas “Adão José Cardoso”; ZUFG: Museu de Zoologia da Universidade 
Federal de Goiás; AAG-UFU: Coleção de Anuros da Universidade Federal de Uberlândia; 
DZSJRP: Coleção zoológica do Departamento de Zoologia da UNESP - São José do Rio Preto; 
MACN: Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”; MLP DB: Coleção 
de tecidos Diego Baldo depositada no Museo de La Plata – ARG; MNK: Museo de Historia 
Natural "Noel Kempff Mercado"; INPA-H: Coleção Herpetológica do Instituto Nacional de 
Pesquisas da Amazônia; MRT: Coleção de tecidos Miguel Trefaut Rodrigues depositada no 
MZUSP; MZUSP: Museu de Zoologia da Universidade Federal de São Paulo CFBH: Coleção 
Célio F.B. Haddad, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro; MJH: Número de campo de 
Martin J. Henzl; DFCH-USFQ: DF Cisneros-Heredia´s collection, housed at the Universidad 
San Francisco de Quito; JPC: número de campo de Janalee P. Caldwell; AMNH: Museu 
Americano de História Natural. 

Espécie Local de coleta 

Registro do 
voucher em 

museu 

Identificação da 
amostra de tecido ou 

da sequência  
D. nanus Nova Itapirema – SP ZUEC 11647 SMRP 47.20 
 Nova Itapirema – SP ZUEC 11648 SMRP 47.21 
 Nova Itapirema – SP ZUEC 11649 SMRP 47.22 
 Serra da Bodoquena – MS ZUEC 13186 SMRP 47.81 
 Serra da Bodoquena – MS ZUEC11899 SMRP 47.93 
 Serra da Bodoquena – MS ZUEC 11904 SMRP 47.98 
 Serra da Bodoquena – MS ZUEC 12392 SMRP 47.171 
 Bacabal – MA ZUEC 11879 SMRP 47.129 
 Bacabal – MA ZUEC 11886 SMRP 47.136 
 Bacabal – MA ZUEC 11887 SMRP 47.137 
  Castanho – AM ZUEC 12215 SMRP 47.150 
  Castanho – AM ZUEC 12217 SMRP 47.152 
  Telêmaco Borba – PR ZUEC 12382 SMRP 47.161 
  Telêmaco Borba – PR ZUEC 12383 SMRP 47.162 
  Telêmaco Borba – PR ZUEC 12386 SMRP 47.165 
  Telêmaco Borba – PR ZUEC 12387 SMRP 47.166 
  Telêmaco Borba – PR ZUEC 12388 SMRP 47.167 
  Telêmaco Borba – PR ZUEC 12389 SMRP 47.168 
  Telêmaco Borba – PR ZUEC 12390 SMRP 47.169 
 São José do Rio Preto – SP ZUEC 11417 SMRP 47.10 
 São José do Rio Preto – SP ZUEC 11418 SMRP 47.11 
 Aracaju – SE ZUEC 18018 SMRP 47.189 
 Campinas – SP ZUEC 17870 SMRP 47.179 
 Campinas – SP ZUEC 17871 SMRP 47.180 
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 Campinas – SP ZUEC 17872 SMRP 47.181 
  Rio Claro – SP ZUEC 18685 SMRP 47.233 
  Rio Claro – SP ZUEC 18686 SMRP 47.234 
  Rio Claro – SP ZUEC 18687 SMRP 47.235 
 Lençóis Paulistas – SP ZUEC 21203 SMRP 47.283 
 Santo Antônio de Leverger – MT ZUEC 21211 SMRP 47.304 
 Santo Antônio de Leverger – MT ZUEC 21212 SMRP 47.305 
 Santo Antônio de Leverger – MT ZUEC 21213 SMRP 47.306 
 Santo Antônio de Leverger – MT ZUEC 21214 SMRP 47.307 
 Nova Andradina – MS ZUEC 21217 SMRP 47.310 
 Nova Andradina – MS ZUEC 21218 SMRP 47.311 
 Nova Andradina – MS ZUEC 21219 SMRP 47.312 
 Nova Andradina – MS ZUEC 21220 SMRP 47.313 
 São Domingos – GO ZUFG 7447 SMRP 47.314 
 São Domingos – GO ZUFG 7448 SMRP 47.315 
 Paranã – TO (Ponto1) ZUEC 21221 SMRP 47.317 
 Paranã – TO (Ponto1) ZUEC 21223 SMRP 47.319 
 Paranã – TO (Ponto2) ZUEC 21226 SMRP 47.327 
 Paranã – TO (Ponto2) ZUEC 21228 SMRP 47.329 
 São Geraldo do Araguaia – PA ZUEC 21234 SMRP 47.322 
 São Geraldo do Araguaia – PA ZUEC 21235 SMRP 47323 
 São Geraldo do Araguaia – PA ZUEC 21236 SMRP 47324 
 1Colônia Resistência – Chaco-ARG MLP DB4514 MLP DB4514 
 Entre Rios - ARG MACN 37785 AY549346 
 1-Bolívia  MNK A9474 JF790086 
 2-Bolívia MNK A9824 JX187446 
 Guiana Francesa - JF9733041 
 Bela Vista – MS AAG-UFU 0159 SMRP 493.2 
 Pontal do Araguaia - MT AAG-UFU 1085 SMRP 493.3 
D. walfordi Guajará Mirim - RO ZUEC 12192 SMRP 177.3 
 Guajará Mirim - RO ZUEC 12193 SMRP 177.4 
  Guajará Mirim - RO ZUEC 12194 SMRP 177.5 
 2Forte príncipe da Beira- RO INPA-H 31327 SMRP 177.97 
Dendropsophus sp. Pontes Lacerda - MT ZUEC 21240 SMRP 177.93 
D. rubicundulus Lagoa Santa-MG AAG-UFU562 AAG-UFU562 
 Três Marias - MG ZUEC 20226 SMRP 451.1 
D. aff. rubicundulus Paranã - TO ZUEC 20227 SMRP 451.2 
D. jimi Uberlândia - MG ZUEC 12406 122.24 
 Uberlândia - MG ZUEC 12407 122.25 
D. berthaluzae Rio de Janeiro - RJ CFBH 5418 AY843607 
D. elianeae Vitória Brasil - SP DZSJRP 7968 SMRP 128.10 
 Nova Andradina - MS ZUEC 20236 SMRP 128.22 
 Rio Claro - SP ZUEC 18645 SMRP 128.20 
 Nova Itapirema - SP DZSJRP 7964 SMRP 128.6 
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 Uberlândia - MG ZUEC 12455 SMRP 120.10 
 Serra da Bodoquena - MS ZUEC 12468 SMRP 128.17 
D. elegans Viçosa - MG ZUEC 16973 SMRP 348.8 
D. werneri São Vicente - SP ZUEC 16316 SMRP 329.1 
D. sanborni Entre Rios - ARG MACN 38638 AY843663 
D. bipunctatus Jussari - BA MRT5946 AY843608 
D. rhodopeplus Jenaro Herrera -PER MHZ 462 AY843658 
D. anceps Linhares - ES CFBH 5797 AY843597 
D. bifurcus - - AY362975 
D. salli - - AY362976 
D. sarayacuensis Huanuco - PER MJH 7143 AY843664 
D. triangulum Napo - ECU WED 54094 AY326053 
D. miyatai Sucumbios - ECU JPC 10772 AY843647 
D. minutus Missiones - ARG MACN 33799 AY549345 
D. frosti - NCN:ADN46749 JQ088283 
D. brevifrons Huanuco - PER MJH 7101 AY843611 
D. parviceps Estrada Rio Braco/Porto Velho - AC AMNH A-139315 AY843652 
D. giesleri Ubatuba - SP CFBH S/N AY843629 
D. meridensis La Carbonera - VEN - JF422585 
D. luddeckei Tutaza- COL Guina15 JF422597 
D. labialis Santa Fé - COL Guadalupe08 JF422603 
D. carnifex Pichincha - ECU DFCH-USFQ 899 AY843616 
D. seniculus Angra dos Reis - RJ CFBH 5761 AY843666 
D. marmoratus Huanuco - PER MJH 7116 AY843640 
X. truncata Restinga de Marica - RJ CFBH 7600 AY843775 

1Localidade-tipo de D. nanus. 2Localidade-tipo de D. walfordi. Em negrito sequências geradas neste trabalho. 
 

2. Extração do DNA genômico  

Para a obtenção de DNA genômico, fragmentos de fígado, de músculo ou amostras 

suspensão de células do intestino foram imersos em solução de lise (TNES: 50 mM de Tris pH 

7,5, 400 mM de NaCl, 20 mM de EDTA, 0,5% de SDS) contendo proteinase K (100 g/mL) e 

incubados por 4 ou 5 horas a 55º C. As amostras foram centrifugadas depois do acréscimo de 

NaCl 5 M (1/3 do volume de amostra). O sobrenadante foi recolhido e o DNA foi precipitado 

com álcool isopropílico, lavado com etanol (70%), ressuspenso em TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM 

de EDTA pH 8,0) e armazenado a -20 ° C.  

 



 
    
  

16 

 

 

3.  Obtenção das sequências nucleotídicas 

Reações de PCR para amplificação das sequências de interesse foram realizadas em 

volume final de 25 μL, contendo tampão de reação (10 mM de Tris-HCl pH 9, 50 mM de KCl, 

Invitrogen), 1,5 mM MgCl2 (Invitrogen), 200 μM de cada dNTP, 0,4 μM de cada um dos 

primers, 1 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e cerca de 400 a 1000 ng de DNA. 

Para a amplificação dos genes mitocondriais 12S, RNAt-Val, 16S e CO1 foram utilizados os 

pares de primers MVZ59 (GRAYBEAL, 1997) e Titus I (GOEBEL, 1999), 12SL13 e 16Sbr 

(PALUMBI et al., 1991), e AnF1 e AnR1 (gentilmente cedidos pela Dra. Mariana Lyra da 

UNESP de Rio Claro), respectivamente.  

Os produtos resultantes das amplificações por PCR foram purificados com o sistema 

DNA Purification kit (Promega) ou com a Enzima ExoSap-IT (Affymetrix), e foram 

sequenciados nos dois sentidos, usando os primers citados no parágrafo anterior. Para o 

sequenciamento do gene mitocondrial 12S foi também utilizado o primer MVZ 50 

(GRAYBEAL, 1997) e para o sequenciamento do gene 16S, foram usados também os primers 

Titus I, 16L2a, 16SH10 e 16Sar (PALUMBI et al.1991; HEDGES, 1994). Para as reações de 

sequenciamento foi utilizado o kit BigDye Terminator (Applied Biosystems), seguindo os 

protocolos recomendados pelo fabricante. As sequências nucleotídicas foram geradas pelo 

Serviço de Sequenciamento de DNA - SSDNA IQUSP ou pelo Laboratório Central de 

Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD) da UNICAMP, e editadas 

no programa BIOEDIT v.7.0.1 (http://www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html). 

 

4. Análises filogenéticas  

Inicialmente as sequências obtidas para os diferentes táxons em análise foram alinhadas 

com o algoritmo MUSCLE (EDGAR et al., 2004), implementado no Programa MEGA v.5.2. 

Uma matriz concatenada foi montada com as sequências de DNA obtidas de todos os fragmentos 

mitocondriais (12S, RNAt-Val, 16S e CO1), composta por 73 sequências e 2782 caracteres.   
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As relações filogenéticas foram inferidas pelo critério de Máxima Parcimônia, utilizando 

o programa TNT v. 1.1(GOLOBOFF et al., 2003), e por análise Bayesiana, com o auxílio do 

programa MR.BAYES (HUELSENBECK & RONQUIST, 2002). Nas análises de Máxima 

Parcimônia, os gaps foram considerados como quinto estado de caráter e as árvores mais 

parcimoniosas (MPT) foram obtidas pelo método de busca heurística, com o comando xmult, 

que combina buscas setoriais, ratchet, tree drifting e tree fusing, retendo 100 árvores por réplica, 

e realiza permuta dos ramos por bissecção e reconexão de árvore (tree bisection and 

reconnection-TBR). Os nódulos presentes nos cladogramas gerados foram avaliados pelo teste 

de reamostragem Bootstrap (FELSENSTEIN, 1985), baseado em 1000 pseudorréplicas.  

Para a análise Bayesiana, o modelo evolutivo utilizado foi o GTR + I + G, conforme 

estimado pelo programa MR.MODELTEST v.2.3 (NYLANDER, 2004). Para todos os genes o 

modelo evolutivo que melhor se ajustou para os dados obtidos foi o mesmo. Duas análises 

simultâneas foram executadas, com quatro cadeias em cada uma delas (três aquecidas e uma 

fria). Foram executadas 2.000.000 de gerações em cada uma das corridas sendo 1 árvore 

amostrada a cada 100 gerações. Uma topologia de consenso com a probabilidade posterior para 

cada nó foi produzida depois do descarte das primeiras árvores geradas (25% iniciais). O valor 

de ASDSF (Desvio Padrão Média de Frequências de Divisão) foi inferior a 0,01. 

 

5. Análises de diversidade e variância genética, e redes de haplótipos 

Duas matrizes de dados contendo 58 sequências de D. nanus e D. walfordi foram 

montadas para a análise de distância genética, uma com 2297 caracteres referentes ao fragmento 

H1 (que compreende os genes ribossomais 12S, RNAt-Val e 16S) e outra com 419 caracteres 

correspondentes apenas à porção final do gene 16S. Na matriz de 2297 caracteres foram 

incluídas 32 sequências de outras 22 espécies do gênero Dendropsophus e de Xenohyla truncata 

(Tabela 1). Sequências com dados faltantes não foram incluídas. As sequências de D. nanus e 

D. walfordi foram organizadas em cinco diferentes grupos relativos aos clados A, B, C, D e E 

inferidos nas análises filogenéticas. A distância genética entre e dentro dos diferentes grupos de 

sequências foi estimada por p-distance, com o auxílio do Programa MEGA v.5.2 (TAMURA et 
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al., 2011). Foi avaliada, com o Programa ARLEQUIN v.3.5.1.2, a estrutura genética dos 

agrupamentos, usando uma análise hierárquica de variância molecular (AMOVA, EXCOFFIER 

et al., 1992), com 1000 permutações e o modelo de Kimura 2p para estimativas de distância 

genéticas (KIMURA, 1980) das duas primeiras matrizes. 

Por fim, foram construídas redes de haplótipos a partir da matriz concatenada com todos 

os genes mitocondriais, utilizando o método de junção de mediana (MJN – Median Joining) 

(BANDELT et al., 1999) implementado no programa NETWORK v.4.6.1.2 

(http://www.fluxus-engineering.com), com todos os parâmetros definidos de acordo com 

instruções do tutorial do programa. 
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IV.  RESULTADOS 

 

1. Inferências filogenéticas e a identificação do parafiletismo de D. nanus em 

relação a D. walfordi 

Tanto na análise Bayesiana quanto na análise por Máxima Parcimônia, os exemplares de 

D. nanus e D. walfordi foram agrupados em cinco principais clados (Figuras 5 e 6). O Clado A 

foi composto pelos exemplares de D. nanus de Santo Antônio de Leverger – MT e Pontal do 

Araguaia – MT. O Clado B incluiu os exemplares de D. nanus de Bacabal – MA, Aracajú – SE, 

Paranã – TO, São Geraldo do Araguaia – PA, São Domingos – GO e das localidades do estado 

de São Paulo amostradas. O Clado C agrupou indivíduos de Pontes e Lacerda – MT e Bolívia. 

O Clado D incluiu os exemplares de D. walfordi da localidade-tipo (Forte Príncipe da Beira - 

RO), Guajará Mirim – RO, e de Castanho – AM e Guiana Francesa. Um quinto clado, 

denominado Clado E, foi composto pelos espécimes de D. nanus de Telêmaco Borba – PR, 

Nova Andradina – MS, Serra da Bodoquena – MS, Entre Rios – Argentina e pelo indivíduo da 

localidade-tipo de D. nanus, Colônia Resistência - Chaco – Argentina. 

Apesar de o clado ((C,D)E) ter sido recuperado nas duas análises e com alto suporte na 

análise Bayesiana (Figura 5), a relação desse com os Clados A e B não foi congruente entre as 

análises. Na análise de Máxima Parcimônia, o clado irmão de ((C,D)E) foi o clado (A,B) (Figura 

5), já na análise Bayesiana, o Clado B foi mais basal e o Clado A, irmão de ((C,D)E) (Figura 5). 

É importante observar que o Clado D inclui tanto indivíduos previamente identificados 

como D. nanus quanto exemplares de D. walfordi. Indivíduos identificados como D. nanus 

também são encontrados nos Clados A, B, C e E. Dessa forma, caracteriza-se o parafiletismo 

entre D. nanus e D. walfordi.  
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Figura 5. Cladograma de consenso estrito obtido pela análise Bayesiana. Em destaque, os 
clados que incluem representantes de D. nanus e D. walfordi. Os ramos são identificados pelos 
códigos dos indivíduos (ver Tabela 1) e suas respectivas localidades. O mapa representa a 
distribuição geográfica dos Clados A, B, C, D e E. Em negrito, as sequências de indivíduos 
coletados nas localidades-tipo de D. nanus e de D. walfordi. Os números acima dos nós são 
referentes a valores de probabilidade. Os asteriscos indicam valor de probabilidade igual a 1, e 
valores abaixo de 0,7 não estão representados. : sequências de espécimes originalmente 
identificados como D. nanus. : sequências de espécimes originalmente identificados como D. 

walfordi. : sequências de espécimes identificados como Dendropsophus sp. 
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2.  Análise de diversidade e variância genética, e redes de haplótipos 

A partir da matriz elaborada com 2297 caracteres, as distâncias genéticas observadas 

entre os Clados A-E foram em torno de 3%, com exceção da distância entre os Clados A e B, 

que foi de 1,7%. A divergência genética dentro de cada um desses clados foi inferior a 0,6%. 

Dentre as demais espécies de Dendropsophus analisadas, os menores valores de distância 

genética foram observados entre D. labialis, D. luddeckei e D. meridensis, três espécies do grupo 

D. labialis (Tabela 3). As Análises de Variância Molecular (AMOVA) indicaram significativa 

variação entre os Clados A-E (Fst de 0,950), já que 79,31% da variação genética encontrada no 

grupo de interesse (D. nanus + D. walfordi) se devem à diferença entre os clados citados. Da 

variação genética observada, 15,62% correspondem a variações entre as populações dentro dos 

grupos/clados e 5,08% se devem a diferenças dentro das populações. 

Quando analisamos a matriz de sequências com 419 pb (Tabela 4), correspondentes à 

porção final do gene 16S, as distâncias genéticas calculadas apresentaram valores inferiores aos 

observados com a análise da matriz de 2297 pb (Tabela 3). O valor inferido entre os clados D e 

E, por exemplo, foi de 1,4% na análise feita a partir da matriz com 419 pb, e de 2,6% na análise 

baseada na matriz de 2297 pb. Uma diferença ainda maior foi observada entre os valores de 

distância observados entre os clados C e E, pois a distância genética entre esses clados calculada 

com base na análise da matriz de 419 pb foi de 1,6%, enquanto aquela inferida na análise da 

matriz de 2297 pb foi de 3,1%. 

A rede de haplótipos construída com a mesma matriz de sequência dos genes 

mitocondriais utilizada para as inferências filogenéticas apresentou haplótipos compartilhados 

entre populações dentro de cada um dos Clados A, B, C, D e E inferidos nas análises 

filogenéticas. Podemos observar ainda que os três grupos de haplótipos referentes aos Clados C 

(laranja), D (verde) e E (rosa) parecem derivar dos mesmos haplótipos (vetores médios, em 

preto).  
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Tabela 3. Distância genética (%)entre espécies do gênero Dendropsophus e os Clados A-E recuperados nas análises filogenéticas deste trabalho, 
estimada com base no fragmento H1 (aproximadamente 2297pb). 

#: Valor da distância genética dentro do grupo não calculado pois apenas uma sequência foi considerada na análise.  

Entre os grupos Dentro 
dos 

Clados 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26   
1 A                            0,5 
2 B 1,7                           0,6 
3 C 2,9 3,1                          # 
4 D 2,8 2,6 2,7                         0,5 
5 E 2,7 2,4 3,2 2,6                        0,2 
6 D. elianeae 9,5 9,4 10,6 10,1 9,9                       # 
7 D. jimi 9,4 9,4 10,3 10,1 9,8 8,6                      # 
8 D. bipunctatus 10,2 10,0 10,6 10,3 10,3 9,9 9,9                     # 
9 D. werneri 9,6 9,5 10,0 9,7 9,8 11,0 10,6 10,6                    # 

10 D. sanborni 9,5 9,8 10,5 10,2 9,8 5,7 8,1 9,6 10,5                   # 
11 D. rhodopeplus 11,3 11,2 11,7 11,7 11,4 12,0 12,3 12,1 12,4 11,3                  # 
12 D. anceps 12,6 12,6 12,7 12,8 12,3 12,7 12,3 12,9 12,9 12,4 12,8                 # 
13 D. sarayacuensis 14,5 14,4 14,8 15,0 14,6 14,5 14,1 14,9 14,9 14,4 14,1 13,3                # 
14 D. triangulum 14,1 14,0 14,5 14,6 14,2 14,2 14,6 14,7 14,8 14,1 13,8 13,3 12,3               # 
15 D. miyatai 15,7 15,5 16,0 15,9 15,5 16,1 16,1 16,3 16,1 16,4 16,3 15,3 17,0 16,2              # 
16 D. minutus 15,5 15,6 16,0 15,8 15,6 16,0 16,2 16,2 15,9 15,4 14,9 15,4 16,8 15,2 17,1             # 
17 D. frosti 14,7 14,4 14,5 14,9 14,8 15,2 14,8 15,5 15,1 14,8 14,8 14,1 15,9 15,5 16,7 17,6            # 
18 D. brevifrons 15,0 14,7 15,1 15,3 14,8 15,2 15,1 15,7 15,4 14,6 15,0 14,2 15,6 15,7 16,8 17,2 6,1           # 
19 D. parviceps 13,0 12,8 13,5 13,2 13,0 14,2 13,5 14,0 13,9 14,1 13,4 13,9 14,8 15,0 16,8 16,9 11,4 11,8          # 
20 D. giesleri 13,5 13,5 13,7 13,6 13,3 14,0 13,5 13,8 13,3 13,4 13,2 12,5 14,8 14,8 16,0 15,3 13,2 14,1 13,4         # 
21 D. meridensis 13,4 13,4 13,7 13,6 13,2 13,3 13,3 13,3 13,8 13,5 13,6 12,7 15,0 13,6 16,3 15,7 13,8 13,9 14,1 12,4        # 
22 D. luddeckei 13,5 13,4 13,9 13,8 13,1 13,3 13,4 13,3 13,9 13,5 13,2 12,8 15,3 14,3 16,8 16,0 13,7 13,8 14,4 12,3 2,8       # 
23 D. labialis 13,2 13,2 13,6 13,5 12,9 13,2 13,1 12,8 13,4 13,3 12,9 12,3 14,8 13,5 16,0 15,6 13,3 13,2 13,6 12,0 2,6 2,3      # 
24 D. carnifex 14,6 14,4 14,9 14,7 14,2 13,9 14,2 14,6 14,2 14,2 13,5 13,3 15,1 14,0 16,6 16,0 13,8 14,2 13,6 13,0 6,9 7,4 7,1     # 
25 D. seniculus 13,1 13,2 13,5 13,8 13,3 14,5 13,7 14,6 13,5 14,4 14,5 13,1 14,4 14,6 16,3 15,6 15,5 15,6 14,6 13,9 13,7 14,0 13,3 14,5    # 
26 D. marmoratus 13,7 13,9 14,1 14,3 13,6 14,1 14,6 13,8 14,6 13,6 14,5 13,0 15,0 14,5 16,5 15,8 14,9 15,0 15,0 13,5 13,8 13,8 13,7 13,9 9,7   # 
27 X. truncata 12,9 13,0 13,5 13,2 13,1 13,7 13,8 13,6 12,8 13,6 13,5 12,5 15,2 14,1 15,8 15,0 13,9 14,8 14,0 12,6 13,4 13,1 12,9 13,2 12,5 13,6  # 
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Tabela 4. Distância genética (%) entre os Clados A-E recuperados nas análises filogenéticas 
deste trabalho, estimada com base nos 419 pb finais dos fragmentos do gene 16S.  

 

 

 

 

V. DISCUSSÃO 

As análises filogenéticas aqui realizadas confirmaram o parafiletismo de D.nanus em 

relação a D. walfordi, corroborando a hipótese sugerida por FOUQUET et al. (2011) e 

MEDEIROS et al. (2013). Os exemplares originalmente atribuídos a esses táxons foram 

agrupados em cinco principais clados (Clados A-E) em todas as inferências. A diferenciação 

genética desses clados foi suportada pelas análises de AMOVA, que mostram estruturação entre 

eles. A rede construída com os haplótipos encontrados também refletiu esse padrão, tendo 

permitido o agrupamento de sequências pertencentes a indivíduos incluídos nos mesmos clados 

inferidos nas análises filogenéticas.  

É importante salientar que os indivíduos das localidades-tipo de D. walfordi e D. nanus 

aparecem incluídos nos Clados D e E, respectivamente, que juntamente com o Clado C, formam 

o clado irmão de A na análise Bayesiana e de (A,B) na análise por Máxima Parcimônia. Outra 

observação importante a se fazer é que o Clado D contém tanto indivíduos identificados como 

D. nanus quanto indivíduos de D. walfordi.  

O parafiletismo de D. nanus em relação a D. walfordi implica a necessidade de uma 

revisão taxonômica, que levaria à sinonimização de D. walfordi com D. nanus e/ou ao 

reconhecimento de novas espécies de acordo com as linhagens inferidas filogeneticamente. 

Quatro hipóteses baseadas nas relações filogenéticas aqui apresentadas podem ser levantadas: 

(i) cada um dos cinco clados principais (Clados A-E) representa uma espécie diferente; (ii) há 

quatro espécies distintas no grupo em análise, que corresponderiam, respectivamente aos clados 

A, B, (C,D) e E.; (iii) O Clado ((C,D) E) representa uma espécie, o Clado A, outra e o Clado B, 

 1 2 3 4 
1 Clado A     
2 Clado B 0,9    
3 Clado C 1,8 2,4   
4 Clado D 2,0 2,3 1,4  
5 Clado E 1,4 1,6 1,6 1,6 
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uma terceira; e por fim (iv) os Clados A-E representam cinco diferentes linhagens de uma 

mesma espécie.  

Quando analisamos as distâncias genéticas entre os Clados A-E, dados adicionais são 

revelados e podem nos auxiliar na análise das hipóteses acima mencionadas. Primeiramente, 

merece destaque a constatação de que, no grupo em análise, a taxa de variação da porção final 

do gene 16S é menor do que aquela observada no fragmento que compreende o gene para RNAt-

Val e a maior parte dos genes ribossomais 12S e 16S. Entre os Clados D e E, o valor de distância 

genética inferido com base na porção final do gene 16S foi de 1,6%, diferente daquele calculado 

a partir da matriz de 2297pb (2,6%). Os Clados D e E incluem indivíduos da Guiana Francesa e 

da Argentina respectivamente, os quais também foram analisados por FOUQUET et al. (2007), 

que, com base na análise da porção final do gene 16S (419 pb), obtiveram um valor muito 

próximo ao estimado aqui para a distância genética entre esses indivíduos (1,4%). 

Ao contrário de FOUQUET et al. (2007), GUARNIZO et al. (2012) utilizaram, para a 

análise comparativa de espécies do Grupo Dendropsophus labialis (D. luddeckei, D. labialis e 

D. meridensis), o fragmento H1 (que contém os genes para RNAt-Val e os genes ribossomais 

12S e 16S) e os autores observaram entre as espécies valores de divergência genética muito 

próximos aos obtidos em nossas análises da matriz de 2297pb. De modo semelhante, para avaliar 

as distâncias entre os clados aqui inferidos, consideramos a matriz com um maior número de 

caracteres, correspondente ao fragmento H1, ou seja, a matriz de 2297pb. 

A partir da matriz de sequências de 2297 caracteres os valores de distância genética 

observados entre os Clados C-E e entre esses e os Clados A e B foram altos, variando entre 2,4 

e 3,2 %. A menor distância genética estimada entre os grupos em análise foi a inferida entre os 

Clados A e B (1,7%), clados que não foram recuperados como grupos irmãos nas análises 

Bayesianas, o que não corrobora se tratarem de uma única espécie. Em contraste, a divergência 

genética dentro de cada um desses cinco clados (Clados A-E) não passou de 0,6%, nem mesmo 

nos Clados B, D e E, que se apresentam amplamente distribuídos geograficamente. Além disso, 

podemos notar que algumas populações pertencentes a diferentes clados estão próximas 

geograficamente, como é o caso das populações de Telêmaco Borba- PR e Lençóis Paulista – 
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SP, inseridas nos Clados E e B, respectivamente. A distância genética inferida entre essas 

populações é de 2,4%, embora a distância geográfica entre elas seja de apenas 377 km. Por outro 

lado, a distância geográfica entre as populações incluídas no Clado B chega a 2579 km, e entre 

populações do Clado E chega a 1336 km.  

Valores de distância genética semelhantes àqueles encontrados entre os Clados A-E em 

estudo foram observados entre as espécies D. luddeckei, D. labialis e D. meridensis (2,2 –2,7%) 

por GUARNIZO et al. (2012), com base na análise do segmento mitocondrial 12S-16S. Um 

clado que une essas três espécies foi recuperado por esses autores, que descreveram D. luddekei 

como espécie nova com base em exemplares previamente identificados como D. labialis. 

Dendropsophus luddeckei e D. labialis são espécies morfologicamente crípticas, diferentes no 

canto, de modo que D. luddeckei tem canto de duração mais curta, maior taxa de pulso e menor 

número de pulsos do que D. labialis. Apesar disso, os autores não comprovam a existência de 

um isolamento pré-zigótico, pois somente análises de fonotaxia poderiam fornecer essa resposta. 

As duas espécies parecem estar isoladas reprodutivamente por mecanismos pós-zigóticos, pois 

foram encontrados híbridos entre as duas espécies mas não apresentaram índice de 

sobrevivência significativamente alto (ULLOA, 2003). Ainda no trabalho realizado por 

GUARNIZO et al. (2012), a espécie D. pelidna foi recuperada no clado de D. meridensis, o qual 

aparece como grupo irmão às duas outras espécies D. luddeckei e D. labialis. Esse resultado e a 

baixa divergência genética entre D. pelidna e D. meridensis (0,9% referente ao fragmento 12S-

16S), GUARNIZO et al. (2012) sugerem que D. pelidna seja sinônimo júnior de D. meridensis.  

Como podemos ver, análises de distância genética auxiliaram nas decisões taxonômicas 

de GUARNIZO et al. (2012) e têm sido também bastante utilizadas por outros autores 

(exemplos em COLOMA et al., 2012, RIVERA-CORREA & ORRICO, 2013) como ferramenta 

para a descrição e sinonimização de espécies. Considerando que em um grupo com baixa 

vagilidade como os anfíbios, o principal fator que leva à diferenciação genética entre indivíduos 

de uma mesma espécie é o isolamento por distância, FOUQUET et al. (2007) analisaram a 

distância genética e a distância geográfica entre várias populações co-específicas e 

interespecíficas de hilídeos e notaram que o valor de 3% pode ser considerado um bom limiar 

entre distâncias genéticas intraespecíficas e interespecíficas. Dessa maneira, esse valor foi 
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considerado adequado para auxiliar na identificação de linhagens que poderiam corresponder a 

espécies candidatas Porém linhagens com distância genética abaixo desse valor (discussão em 

COLOMA et al., 2012, Funk et al., 2012 e PADIAL et al., 2011) também têm sido reconhecidas 

como espécies válidas. No entanto, esse parâmetro deve ser analisado com bastante cautela e 

sua utilização deve ser acompanhada de outras análises, como relações filogenéticas, morfologia 

e canto. 

Portanto, os altos valores de distância genética observados (em torno dos 3%) entre os 

Clados A-E inferidos em nossa análise e a estruturação genética observada entre eles na análise 

de variância molecular dão suporte à hipótese de que tais linhagens evolutivas independentes 

representem espécies distintas (hipótese (i) mencionada anteriormente), ou seja, que haja um 

complexo de espécies dentre indivíduos atualmente identificados como D. nanus e D. walfordi. 

Dessa maneira, D. walfordi corresponderia ao Clado D, D. nanus ao Clado E e os Clados A, B 

e C a espécies ainda não descritas. 

No Clado D, o indivíduo da Guiana Francesa (sequência nucleotídica JF9733041) foi o 

único não identificado previamente como D. walfordi. Considerando a grande similaridade 

morfológica entre D. nanus e D. walfordi, acreditamos que o indivíduo tenha sido identificado 

equivocadamente, tratando-se de um exemplar de D. walfordi, e não D. nanus.  

Na revalidação de D. walfordi proposta por LAGONE & BASSO (1987) são destacadas 

três características que diferenciariam essa espécie de D. nanus: forma do focinho, desenho 

dorsal e desenho das tíbias. No entanto, os autores não especificam as características típicas de 

diagnose para cada uma das espécies. Na revalidação dessa mesma espécie por DE LA RIVA 

& BOSCH (1997), a característica de diagnose foi o canto de anúncio com um pulsado mais 

marcante para D. walfordi. As duas publicações sugerem haver algumas particularidades nos 

indivíduos da bacia Amazônica sem citá-las. Portanto, além do reconhecimento de novas 

espécies relacionadas a D. nanus e D. walfordi, sugerimos que uma nova diagnose seja 

apresentada para as duas espécies já descritas.  
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VI. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nossos resultados corroboram claramente a hipótese de parafiletismo entre D. walfordi 

e D. nanus, previamente levantada por FOUQUET et al. (2011) e MEDEIROS et al. (2013) com 

base em conjuntos menores de dados. Sugerem, ainda, a existência de um complexo de espécies 

formado por cinco linhagens distintas. A validação de cada um dos clados como espécies plenas 

e com diagnose específica para cada uma delas será possível através de uma análise integrativa 

de novos caracteres, como canto e morfologia. Estudos da variação genética por DNA 

microssatélite entre as populações das regiões geográficas limites entre os diferentes clados 

poderão auxiliar no estudo das zonas de contato entre essas espécies candidatas. 
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