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Resumo

Amazophrynella ¢ um género da familia Bufonidae que durante muito tempo néo
recebeu um tratamento taxonémico adequado; como por exemplo a espécie A. minuta;
que provavelmente representa um complexo de espécies. No presente estudo foi
realizada uma revisdo da taxondmica e sistematica do género Amazophrynella;
especialmente tentando revelar a diversidade biologica e evolutiva criptica no complexo
A. minuta. O estudo foi realizado integrando dados filogenéticos, utilizando o gene 16S
rRNA, morfométricos, através dos analises de componentes principais das medidas dos
organismos, bioacusticos, pelo andlises e comparagdo dos cantos de anuncio, e
morfologicos, através da comparacdo de caracteres meristicos de todas as quatro
espécies conhecidas do género. Nossos resultados filogenéticos mostraram a existéncia
de oito linhagens de Amazophrynella; quatro dos quais sdo espécies nominais
conhecidas e as outras quatro linhagens representam potenciais espécies novas. As
distancias genéticas mostraram uma alta divergéncia entre todas as linhagens (maior que
4%). A comparacdo dos cantos de anuncio mostraram diferencas nas frequéncias,
tamanho da nota, e nimero de pulsos e as analises de componentes principais indicaram
divergéncias na forma e tamanho entre algumas linhagens filogenéticas encontradas.
Com a necessidade de melhorar a taxonomia do género, A. minuta foi redescrita com
base em topotipos coletados na localidade tipo, gerando novos caracteres diagnésticos e
uma descricdo mais completa da espécie. Duas linhagens do género encontradas neste
trabalho foram descritas morfologicamente; observando-se profundas diferencas
morfoldgicas entre elas. Baseado em nossos resultados, sugerimos a continuidade dos

estudos integrativos deste género.
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Abstract

Amazophrynella is a genus of the family Bufonidae. Actually the genus remains
problematic taxonomically; the difficulty lays principally in the lack of diagnostic
characters in the original description of A. minuta, the lack of molecular data and
refined taxonomic comparison of individuals through its wide distribution. In this study
a partial taxonomic revision of the genus Amazophrynella was performed; especially
trying to reveal the evolutionary and biological diversity hidden in the A. minuta
complex. The study was conducted integrating several sources of data: (1) phylogenetic,
using the 16S rRNA; (2) morphometric, through the principal component analysis
measures of organisms; (3) bioacoustics, by comparison of the advisement calls, and (4)
morphological, by comparing meristic characters. Our results showed the existence of
eight linages of Amazophrynella, four of which are known nominal species and the
other four strains represent potential new species. The genetic distances showed a high
divergence between all strains (higher than 4%). The comparison of the bioacustic data
showed differences in frequency, note size, and number of pulses, while the principal
component analysis indicated differences in size and shape between some phylogenetic
lineages found. With the need to improve the taxonomy of the genus, A. minuta was
redescribed based on topotypes collected at the type locality, generating new diagnostic
characters and a more complete description of the species. Two phylogenetic linages of
the genus found in this study were described morphologically; observing profound
morphological differences between them. Based on our results, we suggest continuing
studies of this genus.
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INTRODUCAO GERAL

Estado taxonémico atual do género Amazophrynella (ANURA:
BUFONIDAE)
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O género Amazophrynella Fouquet, Recoder, Teixeira, Cassimiro, Amaro,
Camacho, Damasceno, Carnaval, Moritz, & Rodrigues 2012, compreende anuros de
pequenos tamanhos com divergéncia prematura entre os bufonideos (Pramuk et al.,
2008; Van Bocxlaer et al., 2010) atualmente representado por quatro espécies nominais:
Amazophrynella minuta (Melin, 1941), A. bokermanni (Izecksohn, 1993), A. vote Avila,
Carvalho, Gordo, Kawashita & Morais, 2012 e A. manaos Rojas, Carvalho, Gordo,
Avila Farias & Hrbek, 2014 (Rojas et al., 2014). As espécies do género encontram-se
distribuidas no Brasil, Bolivia, Peru, Equador, Coldmbia, Venezuela, Guiana, Guiana
francesa e presumivelmente em Suriname (Fouquet et al., 2012b; Frost, 2014). Todas as
espécies ocorrem no Brasil e s6 A. minuta possui uma vasta distribuicdo ao longo de

sete paises do bioma Amazénico.

A historia taxonémica do género comecgou em 1941, quando Douglas Melin, um
naturalista Sueco, descreveu Atelopus minutus na localidade de Missdo Taracua,
localizada na margem direita do rio Uauapés, borda da fronteira entre Brasil, Colémbia
e Venezuela. Em 1971 Roy McDiarmind, atraveés de um extenso estudo comparativo
entre espécies de Atelopus, Dendrophryniscus e Oreophrynella incluiu Atelopus

minutus como parte do género Dendrophryniscus.

No ano de 1993, Eugenio Izecksohn descreveu Dendrophryniscus bokermanni da
localidade de Parintins, estado do Amazonas, Brasil. Recentemente, Fouquet et al.
(2012b) através de um estudo envolvendo dados moleculares e morfoldgicos separou as
espécies de Dendrophryniscus da Amazonia daquelas conhecidas da Mata Atlantica,
propondo um novo género: Amazonella para: D. minutus e D. bokermanni, como o
nome concordava com um género de acaros foi renomeado como o género
Amazophrynella (Fouquet et al., 2012b). Avila, Carvalho, Gordo, Kawashita & Morais,
2012 descreveram A. vote da Fazenda de Séo Nicolau, Cotriguacu, Mato Grosso, Brasil;
e Rojas, Carvalho, Gordo, Avila Farias & Hrbek, 2014 descreveram A. manaos da parte

sul dos escudos das Guianas.

Nos estudos de Fouquet et al. (2012b) os dados moleculares dos genes
mitocondriais 16S, 12S e nuclear RAG-1, evidenciaram uma divergéncia profunda entre
as espécies de Amazophrynella e Dendrophryniscus (Figura 1), que geravam como

resultado a formacdo de dois clados monofiléticos, agrupando separadamente as
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especies de Dendrophryniscus da Mata Atlantica e as espécies da Amazonia. Entretanto,
as analises morfométricas mostraram a formac&o de dois grupos que divergiam no plano

morfométrico: o grupo de Dendrophryniscus da Mata Atlantica e o grupo da Amazoénia.

Qe
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(Eastern Amazonia)

98/81
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Figura 1. Divergéncia do género Dendrophryniscus e Amazophrynella com base nos
dados moleculares (marcadores 16S, 12S e RAG-1). Retirado de Fouquet et al. (2012b)

Dessa forma, o género Amazophrynella € claramente diferenciado pelos padrdes
morfolégicos e moleculares do seu antigo género Dendrophryniscus. Entretanto, apesar
de A. minuta ser considerada como um potencial complexo de espécies cripticas (Rojas
et al., 2014), ndo existem estudos com analises filogenética e morfoldgica que abranjam

amostragens populacionais densas desse grupo.

O complexo Amazophrynella minuta e as implicancias na diversidade do género

Nas analises moleculares realizadas por Fouquet et al. (2012b) foram
identificadas um total de duas linhagens de Amazophrynella minuta (dados de
individuos da localidade tipo ndo foram incluidos): uma linhagem pertencia a uma
espécie de Amazophrynella distribuida nos escudos das Guianas e a outra da parte este

da Amazonia do Equador (mais perto da localidade tipo).
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As evidéncias moleculares indicaram a possivel existéncia de um complexo de
espécies dentro de Amazophrynella minuta, e adicionando a indisponibilidade de
amostras de outros paises, incluindo o Brasil, permanecendo um grande mistério
taxonémico a quantidade de espécies escondidas e erroneamente chamadas de A. minuta
(Rojas et al., 2014) (Figura 3).

Figura 3. Variacdes morfoldgicas do complexo Amazophrynella gr. minuta, A) Puerto
Almendras, Peru (Foto: Giuseppe Gagliardi); B) Reserva Pucacuro, Peru, (Foto: lan
Medina); C) Amazbdnia do Equador (Foto: Martin Bustamante); D) Taracua, Sao
Gabriel da Cachoeira, Brasil; E) Fundo UNAP, Peru; F) Nuevo Salvador, Peru.

A literatura sobre as discussfes taxondmicas de Amazophrynella minuta
permanece escassa; Duellman (1978) reportou variacBes geogréficas no padrdo de
coloracdo ventral. Cannatella & Hoogmoed em Frost (1985) indicaram a provavel
existéncia de duas espécies de Amazophrynella minuta ocorrendo no Equador, no Peru.
Rodrigues & Duellman (1994) descreveram individuos com uma coloracdo ventral
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avermelhada, diferente da descricdo original. De la Riva et al. (2010) reportaram pela

primeira vez sua ocorréncia dentro do territorio Boliviano.

Ultimamente muitos estudos sugerem a existéncia de uma grande quantidade de
diversidade escondida nos anuros, e 0 uso da taxonomia integrada contribuiu para o
descobrimento e descricdo de uma diversidade criptica e novas espécies para a ciéncia
(e.g. Fouquet et al., 2007; Padial & De la Riva, 2009; Simdes et al.,2010; Funk et al.,
2011; Ron et al., 2012; Caminer & Ron, 2014).A identificacdo de linhagens evolutivos
independentes € sumamente importante para interpretacdes de conservacao, ecologia de
comunidades, padrées macroecoldgicos e acrescentar 0 humero de espécies huma area
(Fouquet et al., 2007; Padial & De la Riva 2009).

Muito pouco foi discutido sobre os padrbes taxonémicos e de distribuicdo de
Amazophrynella minuta. Um estudo aplicando a taxonomia integrativa poderia revelar
unidades evolutivas independentes e identificar espécies novas dentro do complexo de

A. minuta.

Uma hipétese filogenética que incluia maior quantidade de amostras, incluindo
aquelas da localidade tipo, assim como o uso da taxonomia tradicional é crucial para
identificar os limites entre as espécies e comecar a revelar esta diversidade escondida do

género.

Determinando limites de espécies em anuros.

Delimitar os limites entre as espécies € um processo fundamental para as
ciéncias bioldgicas, especialmente em estudos taxonémicos. Num ponto do trabalho de
Miralles & Vences (2013), discutem a eficiéncia do uso de um conjunto integrado de
evidencias biologicas para a delimitacdo de espécies. A taxonomia integrativa € uma

delas.

Para a descri¢do de novas espécies, é necessario diagnosticar alguns caracteres
morfoldgicos que em auséncia de fluxo genético, torna-se mais evidente (ver Padial et
al., 2010). No caso dos padrdes bioacusticos, 0s cantos de anuncio sdo indicadores de
divergéncias evidentes; pois 0 reconhecimento € espécie-especifico e a modificacdo dos
parametros bioacusticos pode influenciar no reconhecimento do macho da espécie pela
fémea (Hold, 1977; Zimmermam, 1983; De la Riva et al., 1997) A abordagem
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filogenética € amplamente utilizada nas reconstrucdes genealdgicas, relacdes
sistematicas, no delineamento de espécies e inferéncias de processos evolutivos, e na

diversificacdo de um dado taxén em relacéo a sua distribuicdo geogréfica (Avise, 1987).

A delimitacdo de espécies tem que estar suportada por varias linhas de
evidencias independentes e ao mesmo tempo integrada. Viettes et al. (2009) e Padial et
al. (2010) discutem a existéncia de espécies candidatas ndo confirmados (Unconfirmed
Candidate Species-UCS) quando uma populacdo mostra divergéncia genética ou
morfolégica das outras populaces dentro da mesma espécie nominal, mas a evidéncia
da linhagem € inconclusiva, e de espécies candidatas confirmadas (Confirmed
Candidate Species-CCS) onde a evidéncia € conclusiva sobre a existéncia de uma nova
espécie, mas os dados disponiveis é considerado insuficiente para fornecer uma
descricdo precisa da espécie. Estas categorias inclusivas indicam a necessidade de
possuir uma quantidade de evidéncia suficiente para delimitar as espécies, se somado as

evidéncias morfoldgicas, bioacusticas, genéticas e de distribuicdo geogréafica.

Ha uma grande quantidade de estudos indicando a existéncia de diversidade
subestimada de anuros (e.g. Elmer et al., 2007; Fouquet et al., 2007; Padial & De la
Riva, 2009; Caminer & Ron, 2014); este fendmeno exige o estudo da variacdo espacial
em longa escala na riqueza de espécies para identificar areas que merecem atengédo
especial de conservacao (Viettes et al., 2009) e comecar a revelar padrdes taxondmicos
que desvendem a diversidade escondida em géneros cripticos. Apesar do aumento nas
descricdes de espécies de anfibios na Amazonia, atualmente sabe-se que as regides
tropicais sdo as menos estudadas no mundo (Fouquet et al., 2007).

Neste estudo consideramos potenciais espécies como aquelas que se apresentem
com uma linhagem independente de ancestrais-descendentes; sejam distintas a0 menos
um caractere morfoldgico que possam ser utilizados para sua diagnoses e possuam

parametros bioacusticos diferentes.

Problemas taxonémicos do género Amazophrynella

Em sumario os problemas taxondmicos que atualmente envolvem o género

Amazophrynella incluem:
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A inexisténcia de uma hipotese filogenética que incluia todas as espécies
do género e um espaco geografico insuficiente, que permita identificar
linhagens independentes e abordar a sistematica molecular desde uma

nova perspectiva taxonémica;

Uma descricdo pouco detalhada de Amazophrynella minuta (Melin, 1941)
(espécie tipo do género), descrita somente com base em seis especimes,
atualmente depositados na Europa (Suécia) onde os espécimes da série
tipo encontram-se em péssimo estado de conservacdo o que dificulta a

comparacdo dos caracteres diagndsticos;

A deficiente amostragem de Amazophrynella minuta dentro da sua ampla
distribuicdo, e a caréncia de literatura e dados moleculares dificulta a

identificacdo de novas linhagens;

A falta de uma abordagem taxonémica que abranja a comparacdo e
descricdo de caracteres diagnosticos e andlises morfométricas entre as

espécies de Amazophrynella; e finalmente

A auséncia de dados bioacusticos dos cantos de anuncio entre as espécies
de Amazophrynella que poderiam contribuir ao refinamento taxonémico

do género.

Objetivos e justificativa

Durante décadas, as espécies do género Amazophrynella ndo receberam um

tratamento taxondmico adequado, ocasionando uma subestimagdo da diversidade de

especies dentro do género. A dificuldade de coletas por serem anfibios de coloracédo

criptica, pequenos e ocasionalmente encontrados perto de pocas (Magnusson & Hero,

1991, Fouquet et al., 2012a) junto com a localizacdo t&o longe da localidade tipo

(Taracua, municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Brasil) correspondem circunstancias

que fazem de Amazophrynella, um género de dificil estudo.

O objetivo de este estudo foi revisar a taxonomia e sistematica das espécies de

Amazophrynella e propor uma hipétese filogenética, redescrever Amazophrynella
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minuta da localidade tipo e realizar uma revisdo taxondmica parcial do género

utilizando os dados morfoldgicos, bioacusticos e genéticos.
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CAPITULO |

Sistematica do género Amazophrynella (Anfibia:Anura:Bufonidae):
revelando a diversidade criptica do complexo Amazophrynella minuta,
com descric¢do dos cantos de anuncio
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Introducéo

Amazophrynella é um género de pequenos anuros da familia Bufonidae
endémicos de sul América, encontram-se distribuido por toda a Amazdnia abrangendo
0s paises da Bolivia, Peru, Brasil, Equador, Colémbia, Venezuela e a regido pan-
amazonica das Guianas (Fouquet et al., 2012a; Frost, 2013). Atualmente sdo conhecidas
um total de quatro espécies nominais: Amazophrynella minuta (Melin, 1941), A.
bokermanni (Izecksohn, 1993), A. vote Avila, Carvalho, Gordo, Kawashita & Morais,
2012 e A. manaos Rojas, Carvalho, Gordo, Avila, Avila, Farias & Hrbek 2014 (Rojas et
al., 2014).

Todas as espécies do género apresentam um claro dimorfismo sexual e se
reproduzem em charcos estacionais (lzecksohn, 1968). Seu habitat exclusivo é a
serrapilheira e possuem uma atividade diurna (Magnusson & Hero, 1991; Lima et al.,
2006; Avila et al., 2012), no entanto o conhecimento da sua ecologia, comportamento
reprodutivo, hipdteses filogenéticas intra e inter- espécies, assim como outras

caracteristicas biologicas da sua historia natural e sistematica sao escassas.

A monofilia do género foi suportada consistentemente pela morfologia,
distribuicdo, comportamento e sinapomorfias moleculares (Fouquet et al., 2012b; Rojas
et al., 2014). A existéncia de um complexo de espécies relacionadas com A. minuta é
conhecida (Fouquet et al., 2007; Fouquet et al., 2012b; Rojas et al., 2014). No entanto
na atualidade ndo existem hipoteses filogenéticas que abranjam populagdes de A. minuta
ao longo da sua extensa distribuicdo, ndo existem estudos que descrevam o0s cantos de

anuncio das espécies do género e os trabalhos sobre morfometria sdo inexistentes.

Neste estudo propomos uma nova hipoteses filogenética do género
Amazophrynella, centrando-nos no complexo A. minuta, geramos dados de distancias
genéticas, descrevemos 0s cantos de anlncio de todas as espécies conhecidas,
realizamos anélises morfométricas e geramos novos dados sobre a distribuicdo das
espécies do género. Nosso resultados sugerem a existéncia de uma diversidade
subestimada do complexo A. minuta, sdo descritas 0s cantos de anuncio das quatro

especies nominais, e nossos analises morfometricas sugerem uma evolucdo morfolégica
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conservativa. E necessario continuar os est(dios taxondmicos de este género, que

permita revelar sua diversidade criptica.

Materiais e Métodos

Amostragens herpetoldgicos

As amostragens herpetologicas foram realizadas ao longo da distribuicdo das
espécies do género Amazophrynella. O método aplicado foi de procura ativa. O horério
de amostragem foi entre as 8:00 até as 10:00 e das 15:00 até as 17:00 horas, horario de
maior atividade das espécies (observacdo pessoal). Foram aplicados também
amostragens nas zonas de reproducdo, visando encontrar individuos cantando ou se
reproduzindo. No apéndice 1 estdo listados os individuos examinados e as localidades

amostradas.

Visitas em cole¢des e museus zoologicos

Foram visitados e realizadas parcerias das cole¢des e museus zoologicas. Estas
colecdes foram estrategicamente selecionadas, com o objetivo de tentar abranger a

maior quantidade de lugares onde as espécies do género ocorrem. As cole¢des foram:

e Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA-H), Brasil.

e Museu de Zoologia da Universidad Nacional da Amazbnia Peruana
(MZUNAP), Peru.

e Colecdo de anfibios da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT-A),

Brasil

e Naturhistoriska Museet, Goteborg (NHMG), Suecia.

Coleta de dados

Dados moleculares. O DNA total foi extraido através do método de extracdo de
proteinase K e fenol/cloroférmio (Sambrook et al.,, 1989). Foram amplificados
fragmentos do DNA mitocondrial 16Sar e 16Sbr (Palumbi, 1996) obtendo um total de

480 pb via reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
26



O processo de amplificacdo foi conduzido como segue: 92°C (1 min), 35 ciclos
de 92°C (1 min), 50°C (50 s), 72°C (5 min). O volume final das reacdes da PCR foi de
12 pL e continha 4.4 uL. ddH20, 1.5 pL de 25 mM MgCl2, 1.25 pL de 10 mM dNTPs
(2.5mM each dNTP), 1.25 pL de 10X (75 mM Tris HCI, 50 mM KCI, 20 mM
(NH4)2504), 1 uL da solugdo de 2 uM de cada primer, 0.3 uL de Taq DNA Polymerase
5 U/uL (Biotools, Espanha) e 1 pL de DNA (cerca de 30 ng/uL). As reacdes de
sequenciamento foram seguindo as indicagdes do fabricante ABI BigDye Terminator
Cycle Sequencing protocol. O sequenciamento foi realizado num sequenciador
automatico ABI 3130xl.

Obtivemos um total de 480 pb do gene 16S rDNA de um total de 124
individuos. Foram elegidos 47 individuos do género Amazophrynella com os quais se
realizaram as andlises. Adicionalmente obtivemos sequencias do Genebank de
Amazophrynella cf. minuta e Amazophrynella sp. de Darst & Canatella (2004) e Pramuk

(2006), e quatro sequencias de A. bokermanni de Fouquet et al. (2012a).

Dados morfoldgicos. Os caracteres morfologicos foram estudados seguindo ao Kok &
Kalamandeen (2008), Cruz & Fussinato (2008) e Fouquet et al. (2012b). O sexo foi
determinado pela observacdo de goOnadas. A coloracdo foi notada em vida e em
espécimes preservados. Os acronimos das cole¢des e museus se encontram disponiveis
em Frost (2014) exceto Museu de Zoologia de la Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana- MZUNAP e Universidade Federal do Mato Grosso- UFMT-A.

As medicdes morfoldgicas foram realizadas utilizando um paquimetro digital
com uma precisao de 0.01 mm com ajuda de uma lupa estereoscépica para evitar falsas
precisdes. As medicdes das variaveis morfométricas para cada espécime foram

abreviadas como segue (em inglés):

SVL (Snout Vent Length, comprimento rosto-cloaca) desde a ponta do nariz até
a margem posterior da cloaca; HL (Head Length, comprimento da cabeca) borda
posterior da mandibula até a ponta do focinho; HW (Head Length, largura da cabeca)
maior largura da cabeca geralmente ao nivel das bordas posteriores do timpano; ED
(Eye diameter, diametro do olho) da borda posterior das narinas até a borda anterior do
olho; IND (Inter-Nasal Distance, distancia internasal) distancia entre as margens das

narinas; SL (Snout Length, comprimento do focinho) margem anterior do olho até a
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ponta do focinho; HL (Hand Length, comprimento da mao) da borda proximal do
tubérculo palmar até a ponta do dedo IlI; UAL (Upper Arm Length, comprimento do
antebraco) desde a margem da inser¢do do corpo até a ponta do cotovelo; THL (Thigh
Length, comprimento da coxa) desde a cloaca até a borda exterior do joelho; TL (Tibial
Length, comprimento da tibia) desde a borda exterior do joelho até a ponta do
calcanhar; TAL (Tarsal Length, comprimeto do tarso) desde o calcanhar até a borda do
tuberculo metatarsal interno; FL (Foot Length, comprimento do pé) a partir da borda

proximal do tubérculo interior do metatarso até a ponta do dedo IV.

Em amostras muito antigas sdao muito imprecisas realizar as medicGes da
distdncia Interorbital (IOD) e do tamanho das palpebras (UEW) pelo estado de
conservacao das mesmas, que pode ocasionar confus@es nas analises morfométricas; por

esse motivo ndo foram incluidas aquelas variaveis nas analises.

GravacgOes dos cantos de anuncio. As vocalizacBes foram gravadas utilizando um
equipamento de gravador digital Handy Recorder H1 com um microfone uni-direcional
YOGA HT-81 (numa distancia maxima de 1-1.5 metros). Os cantos foram editados
utilizando o Software Audacity 1.2.6 para Windows (Mazzoni & Dannenberg, 1999). O
programa Praat 4.5.02 para Windows (Boersma & Weenink, 2006) foi utilizado para
gerar os audioespectrogramas e oscilogramas.

Analises de dados

Anélise filogenética. Foram executadas analises filogenéticas utilizando os algoritmos
da Méaxima verossimilhanca (ML). O modelo molecular foi determinado utilizando
Akaike Information Criterion (AIC) (Akaike, 1973) implementado no Modeltest
(Posada, 2008). O modelo elegido foi GTR+G+Il. com Partion rate Optimum, search
depth 2, com Edged support (LW-ELW) positivo e um start tree inferido por Neighor
joininh. As analises filogenéticas de Maxima verossimilhanca (ML) foram inferidas
utilizando o programa Treefinder (Jobbs, 2008). O suporte filogenético foi avaliado via
10000 replicagbes non-parametric bootstrap (Felsenstein, 1985). Adicionalmente das
distancias ndo corrigidas (p-distancias) intra e interespécificas foram calculadas no
MEGA v5. 05 (Tamura et al., 2007).

28



Anélise estatistico de dados morfometricas. Foi utilizado analises multivariadas no
objetivo de avaliar o grau de variacdo e diferenciacdo morfométrica entre as linhagens e
espécies de Amazophrynella. Foi aplicada uma Analises de Componentes principais
(ACP) utilizando-se os residuos das regressdes entre 0 SVL e o resto das variaveis
morfométricas (transformadas em logl0) para remover os efeitos globais do

comprimento do corpo (Parmalee, 1999).

A Anélises de Componentes Principais (ACP) é uma técnica de reducgdo de
dados, e usada amplamente para revelar padrdes de divergéncias morfoldgicas onde
conjuntos de variaveis relacionadas sdo agrupados em componentes capazes de mostrar
as tendéncias de variacdes de um conjunto de dados (Reis, 1988). Os dois primeiros
componentes principais (ACP) resultantes foram usados para realizar uma Analise de
Variancia Multivariada (MANOVA) e assim testar se existem diferengas significativas
entre as variaveis morfométricas das espécies. Foram comparados também as médias do
SVL entre as espécies de Amazophrynella através de um Analise de Variancia
(ANOVA) para observar a diferenciacdo no tamanho. Todas as andlises foram
realizadas no programa PAST v.2.07 (Hammer et al., 2001) num nivel de significancia

de 5%. Foram utilizados apenas espécimes machos adultos para as analises.

Andlises bioacusticas. Analisamos 0s seguintes caracteres quantitativos:
comprimento do canto (ms); intervalo entre notas (siléncio entre notas) (ms);
comprimento da nota (ms); frequéncia dominante (Hz); frequéncia fundamental (Hz), e
namero de pulsos. Estas varidveis sdo consideradas como as mais utilizadas nas
descricdes e analises dos cantos de andncio nos anuros (e.g. Hold, 1977; Méarquez et al,
1995; Kohler & Lotters, 1998; Bosch & De la Riva, 1999, Padial & De la Riva, 2009).

Resultados
Analise filogenético.

Em nossas analises foi observado que o género Amazophrynella é o grupo irméao
de Dendrophryniscus. Dentro do género Amazophrynella pode se distinguir como
grupos monofiléticos as quatro espécies nominais: A. minuta sensu stricto (90%
bootstrap), A. bokermanni (95% bootstrap), A. vote (99% bootstrap) e A. manaos (98%
bootstrap). Das populacfes de anuros denominados como A. minuta € possivel

distinguir a existéncia de quatro linhagens independentes (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de distribuicdo de Amazophrynella, os cores representam as linhagens
na arvore. Arvore filogenético de Maxima Verossimilhanca inferidas a partir do

fragmento 16S rDNA.
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Na arvore filogenética se observa uma linhagem (A) (98% bootstrap) sem nome,
atualmente conhecida como A. minuta. Encontra-se representada por espécimes de
quatro localidades do norte do rio Amazonas: Puerto Almendras, Fazenda Zamora,
Fazenda UNAP e Nauta, Peru. Possui uma divergéncia de 6% de A. minuta e uma

diferenciacéo intraespecifica de 2%. (Tabela 1).

Tabela 1. Distancia genética entre linhagens de Amazophrynella utilizando o gene 16S

rDNA, entre os parénteses se encontram o nimero de amostras.

Linhagens 1 2 3 4 5 6 7 8
1 A. manaos (24)
2 A. amazonicola (16) 0,13

3 A. minuta (8) 0,15 0,06

4 A. matsensii (13) 0,13 0,09 0,09

5 A. vote (5) 0,12 014 014 0,15

6 D. brevipollicatus (2) 0,20 0,21 0,20 0,21 0,23

7 A. bokermanni (4) 0,11 024 013 0,24 013 0,19

8 A. sp. Guianas (2) 006 013 1014 013 0,13 0,21 0,09

9 A. aff. Minuta (2) 0,12 008 004 008 024 018 0,12 0,13

No clado (B) se distingue a verdadeira Amazophrynella minuta sensu stricto da
localidade tipo: Missdo Taracua, municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, margem
direita do rio Uaupés. Esta linhagem € taxon irmdo de A. aff. minuta (Equador),
possuindo uma divergéncia molecular de 4% com esta linhagem e uma divergéncia

intraespecifica de 1%.

Na arvore filogenética é distinguida a linhagem (C) (90% bootstrap), esta
linhagem também pertence ao complexo Amazophrynella minuta, esta formada por
individuos localizados no Equador (dados morfologicos nao disponiveis). Esta linhagem
encontra-se compartilhando um ancestral em comum com a linhagem de A. minuta

sensu stricto.

A linhagem (D) (94% bootstrap) € outra linhagem nomeada atualmente como A.
minuta. Se encontra formada por espécimes de trés localidades (Jenaro Herrera,
Requena e Nuevo Salvador) no lado sul do rio Amazonas, margem direita do rio
Ucayali, Peru. Este linhagem € irmdo do clado representado por A. minuta, A. aff.
minuta (Equador) e A. sp. linhagem A. Possui uma distancia genética de 9% ao respeito

de A. minuta e uma divergéncia intraespecifica de 1%.
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A linhagem (E) refere-se a espécie de Amazophrynella vote. Encontra-se
representada por individuos de duas localidades: Parque Nacional Nascente do Lago
Jari e Parque Estadual Matupiri, no Brasil. Nossas analises indicam a existéncia de uma
distancia genética de 13% em relacdo de A. minuta e A. bokermanni, e uma distancia

genética intraespecifica de 2%.

Uma linhagem (F) é distinguida, A. bokermanni. Esta linhagem é representada
por quatro individuos do rio Tapajés, Amazonas, Brasil. A distancia molecular com A.
minuta é de 12% e apresenta uma diversidade genética intraespecifica de 3%.

A linhagem (G) (89% bootstrap) ndo nomeado dentro do complexo de A. minuta
esta conformado por dois espécimes dos Escudos das Guianas Francesas, previamente
reconhecidos por Fouquet et al. (2007, 2012b) e Rojas et al. (2014). Esta linhagem
possui uma divergéncia com A. minuta de 14% e uma diversidade genética

intraespecifica de 2%.

Finalmente a linhagem (H), descrita recentemente como A. manaos. E
representado por espécimes de trés localidades (Presidente Figueiredo, Mineragdo
taboca e Campus da UFAM). Esta linhagem é irmdo de A. sp. (Guianas). A. manaos
possui uma divergéncia molecular em relacdo a A. minuta de 14% e uma diferenciacao

intraespecifica de 1%.

Anélises morfométricas

As andlises morfométricas foram realizadas com um total de noventa e oito
individuos que incluiam todas as linhagens de Amazophrynella encontrados neste
trabalho, exceto Amazophrynella sp. (Guianas) e Amazophrynella aff. minuta

(Equador).

Da linhagem (A) do complexo A. minuta, foram obtidas as medidas de 15
espécimes; 13 espécimes da linhagem D, 23 espécimes de A. minuta; 14 espécimes de

A. vote, 29 espécimes de A. manaos e 6 de A. bokermanni.

O primeiro componente principal (tamanho) explicou 35.9% da variagdo total.

Os loadings mostraram uma relacdo positiva de todos os componentes, exceto ED e

UAL, HAL e THL. O segundo componente principal (forma) explicou o 19.78% da
variacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Os dois primeiros componentes principais construidos com as medidas
morfolégicas (logl0-residuos das regressdes) de todas as linhagens de Amazophrynella.

Variaveis Axis 1
HW 0,4964
HL 0,6369
SL 0,09561
ED -0,1668
IND -0,03297
UAL -0,4091
HAL -0,1892
THL -0,08091
TAL 0,023
TL 0,2969
FL 0,1039
Eigenvalor 0,00584597
%Variacao 35,937

AXis 2
-0,2242
-0,1806

0,2442
0,6219
0,2897
-0,4925
-0,3349

-0,09015

0,01665
0,1504
-0,0006795
0,00321859
19,785

Os dois primeiros componentes principais testados utilizando a Anélises de

Variancia Multivariada (MANOVA) para observar a existéncia de diferencas

significativa no espaco morfologico entre as

linhagens de Amazophrynella,

demonstraram a existéncia de diferencas significativa entre os grupos formados (Pillai

trace= 0.001, p<0.05.).

As linhagens de Amazophrynella encontram-se agrupadas devido a suas

similaridades na forma. A. bokermanni é a mais distintiva, agrupando- se separadamente

das outras espécies do género. A. vote encontra-se dentro do espaco morfométrico das

linhagens de A. minuta, evidenciado se também nas analises moleculares, no qual esta

espécie é grupo irmao de este complexo de espécies (Figura 2).
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Figura 2. Analise morfométricas de Amazophrynella construido utilizando os dois
primeiros componentes principais.

Nas analises de componentes principais realizadas somente com as linhagens
correspondentes do complexo Amazophrynella minuta (A. sp. linhagem A, A. sp.
linhagem D e A. minuta sensu stricto) o primeiro componente principal (tamanho)
explicou 0 41.35% da variacgéo total, foram obtidos loadings positivos, exceto em ED,
IND, UAL, HAL e THL, o segundo componente principal (forma) explicou o 18.86%

da variacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Os dois primeiros componentes principais construidos com as medidas
morfolégicas (logl0-residuos das regressdes) do complexo de Amazophrynella.

Variaveis AXxis 1 AXis 2

HW 0,4961 -0,2249
HL 0,6369 -0,1821
SL 0,09696 0,2407
ED -0,1666 0,6231
IND -0,03361 0,2928
UAL -0,4101 -0,4909
HAL -0,1899 -0,3338
THL -0,08111 -0,09014
TAL 0,02365 0,01416
TL 0,2962 0,1534
FL 0,1036 0,0001164
Eigenvalor 0,00415468 0,00189497

%Variagao

41,356

18,863
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Morfometricamente os individuos do complexo Amazophrynella minuta
apresentam divergéncias morfologicas na forma. Todas as espécies do complexo
possuem uma separagdo no espa¢o morfométrica dos componentes principais (Figura
3).

A sp. linhagem D
M A. sp. linhagem A
0,15+ W A. minuta
0,10
0,05 .
2 26 - © O\\,
© ‘L)( (o) o ~
2 0,00 “ =1 o
o~ o) sz
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S \0/ i
-0,05- e . %
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jj‘,—— s
-0,10- e
-0,15-
-0,20 : T T T T T
-0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10

PC141.35%

Figura 3. Analise morfométricas do complexo Amazoprynella minuta construida
utilizando os dois primeiros componente principal.

A Anélises de Variancia entre os tamanhos (SVL) de todas as linhagens de
Amazophrynella indicaram diferencas significativas (F 37.75=0.001, p<0.05). O maior
tamanho pertence a A. bokermanni enquanto A. sp. (linhagem D) mostrou um tamanho
menor, as outras espécies possuem tamanhos relativamente similares, especialmente
entre A. minuta e A. vote, e entre A. manaos e Amazophrynella sp. (linhagem A) (Figura
4).

O teste de Tukey para comparagdo par em par entre as espécies e linhagens do
género, mostrou diferencias significativas no comprimento focinho-cloaca (SVL) (p<
0.05) entre todas as espécies e linhagens exceto entre A. minuta sensu stricto vs. A.

minuta e A. vote (p=0.905) e entre A. manaos vs. A. sp. linhagem A (p=0.91).
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Figura 4. Comparagbes no tamanho (SVL) entre machos das linhagens de
Amazophrynella encontrados neste estudo
As comparagdes medias dos tamanhos do corpo entre todas as linhagens

de Amazophrynella se encontram na tabela 4.

Tabela 4. Médias das medidas morfométricas (mm) entre as variaveis morfoldgicas de
espécimes machos das espécies de Amazophrynella. Significado das abreviaturas
encontra-se em material e métodos.

Espécie/ A. minuta A A A. vote A. sp. A. sp.
Variavel manaos bokermanni (n=14) (linhagem A)  (linhagem
(0=15)  (n=p9) (n=5) (n=15) D) (n=13)
SVL 13.5+0.6 14.2+0.7 16.8+1.4 13.1+0.7 14.5+0.7 12.1+0.6

(125-14.2) (12.3-15.0)  (14.6-182)  (12.0-14.1)  (13.3-154)  (11.5-13.5)

HW 4.2+0.2 42403  32+0.3(25- 40207 44203 (4.2-  3.6+0.2

(4.0-43)  (3.7-4.7) 3.3) (3.3-4.4) 4.6) (3.1-3.8)

HL 4.9+0.2 53+0.3  3.4#04 (28- 46203  52+0.3(5.0-  4.3%0.3
(4.8-5.3)  (4.7-5.6) 3.8) (4.0-5.2) 6.2)

(3.9-4.8)

sL 2.3+0.1 27+0.2  3.0%04 (22- 2102  24202(22-  2.0+0.3

(2.2:25)  (2.3-2.7) 3.1) (1.9-2.6) 2.5) (1.6-2.3)

ED 1.420.1 13+01  1.8402(15-  13%01  12401(0.9-  1.120.1

(1.3-15)  (1.2-1.6) 2.0) (1.2-1.5) 1.2) (0.9-1.2)
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IND 1.2+0.1 (1- 1.1+0.1 1.4+0.2 (1.0- 1.1+0.1 1.2+0.1 (1.0- 1.0+0.1

1.3) (1.0-1.4) 1.5) (1.0-1.3) 1.3) (0.8-1.2)

UAL 3.8+0.2 36404  55:06(5.0-  3.9+05  45:03(4.2- 35204
(3.2-41)  (2.9-4.1) 5.6) (2.8-3.9) 5.3) (2.9-4.2)

HAL 2.8+0.2 2.8+0.6  3.4%0.6(28-  27+0.3  3.2+0.2(28-  2.7%0.2
(2.6-3.0)  (1.9-2.9) 4.2) (2.3-3.2) 3.3) (2.3-3.1)

THL 6.8+0.2 67403  8.7+14(7.2- 6507  7.7#06(6.3-  6.2+0.4
(6.4-7.2)  (2.3-3.1) 8.9) (5.4-7.2) 8.0) (5.1-6.3)

TAL 6.7+0.3 6.9+0.6  83%1.0(6.7-  57+07  7.2+0.6(6.1-  58+0.3
(6.3-7.1)  (4.2-7.3) 9.2) (4.8-7.0) 7.9) (5.1-6.3)

TL 4.1+0.2 46404  54+14(2.9-  38+1.0  4.2+0.6(6.3-  3.8+0.2
(3.8-4.6)  (4.3-6.3) 6.2) (4.2-7.0) 8.0) (3.6-4.3)

FL 4.8+0.4 52+05  6.3+1.3(39-  44+06 5104 (47-  4.3%04
(4.25.2)  (4.7-6.1) 7.6) (3.2-5.4) 6.0) (5.5-3.0)

Analise Bioacusticas

Amazophrynella vote Avila, Carvalho, Gordo, Ribeiro & Morais, 2012
(Figura 5A).

O canto foi gravado préximo de um pequeno corpo d’agua de pouca profundeza
rodeado de serapilheira e pequenos troncos caidos com pouca entrada do sol na
localidade de Matupiri (4° 49’ 56.8°” S, 61° 00° 09.1” W). A temperatura de gravagado
foi de 26.4 °C no horario das 8 -10 horas da manha. O canto de anuncio foi gravado de
dois individuos. E um canto tipo trinado de uma nota multipulsionada emitida durante
intervalos irregulares continuos. As notas (Figura 6A) apresentam uma modulacdo

ascendente aumentando em seu trecho final.

O comprimento da nota encontra-se dentro duma faixa entre 0.13-0.17 segundos
(x= 0.15 £ 0.03. n=30 notas). O canto possui uma frequéncia fundamental com uma
amplitude de 3152.77-3589.66 Hz (x= 3299.37 + 41.60. n=30) e uma frequéncia
maxima que varia entre 3755.96-4515.78 Hz (x=4167.526 + 132.40. n=30). Apresenta
uma estrutura harménica, com uma média de 4 + 0.8 harmdnicos visiveis no
espectrograma. O siléncio entre notas tem uma dura¢do média de 0.6 + 1.2 segundos e

uma amplitude entre 0.5-3.1 segundos (n= 20 notas).
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O canto possui um total de 1581 + 120.2 pulsos, e as notas apresentam uma
amplitude de 49-62 pulsos (x=56.5+ 5.08. n=30) (Tabela 4).

Amazophrynella bokermanni (I1zecksohn, 1993) (Figura 5B).

O canto foi gravado de 1 individuo. Possui uma nota de tipo multipulsionada
emitida entre intervalos regulares continuos. Foi gravado em cativeiro, dentro do saco
onde estava acondicionado. A temperatura de gravacédo foi de 26° C no horario das 9-11

horas da manha.

O canto encontra-se composto por notas simples com um comprimento entre
0.09-0.12 segundos (x=0.11 £ 0.01, n=22), as notas sdo estruturalmente similares entre
si, apresentando modulacdo ascendente (Figura 6B), alcancando uma maior amplitude
no meio. Possui uma frequéncia fundamental que varia entre de 3078.34-3277.82 Hz
(x=3240.88 + 76.20. n=22) e uma frequéncia absoluta na faixa de 3407.65-3794.91 Hz
(x=3757.97 £154. 52. N=22).

O canto apresenta estrutura harménica com uma média de 3+£0.4 harménicos
visiveis. O siléncio entre notas tem uma média de 0.6+ 0.4 segundos e uma amplitude
entre 0.6-1.2 (n=18). As notas apresentam uma média de pulsos que varia entre 49 +2.3
(amplitude: 47.5-56.8, n=22).

Amazophrynella sp. (linhagem A) (Figura 5C).

Foram gravados dois cantos de anincio em pequenas pogas de aguas estacionais
de pouca profundidade e abundante vegetacdo arbustiva e arborea com pouca entrada da
luz. A temperatura de gravacdo variou entre 25°C -26.3°C. Os dois cantos foram
gravados durante a manha entre as 10-11 horas. E um canto composto por uma nota
simples (ndo multipulsionadas) emitida em intervalos irregulares. Os cantos
correspondem & localidade de Puerto Almendras (3° 49’ 41.08”" S, 73° 22’ 7.68”* W),

regido Loreto, Peru.
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Figura 5. Oscilograma e espectrograma de trés notas dos cantos de: A) Amazophrynella
vote B) A. bokermanni C) A. sp (linhagem A) D) A. manaos

As notas apresentam uma modulacdo descendente, alcancando sua maxima
frequéncia quase no principio da nota (Figura 6C). O comprimento das notas encontra-
se numa faixa de 0,01- 0,016 segundos (x=0.013 * 0.001, n=35 notas). Apresenta uma
estrutura harmoénica com uma média de 3 + 0.32 harmonicos visiveis no espectrograma.
A frequéncia fundamental encontra-se dentro de uma faixa entre 45.97-125.9
(x=45.9£33.5, n=35 notas) e uma frequéncia absoluta que varia entre 3184.9-3480.9
(x=3314.7£74.5, n=35 notas). O siléncio entre as notas possui uma média de 1.6+1.5

segundos e uma amplitude entre 1.1- 5.42 segundos (n=35 notas).
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Figura 6. Oscilograma e espectrograma de uma nota dos cantos de: A) Amazophrynella
vote; B) A. bokermanni; C) A. sp. (linhagem A) D) A. manaos

Amazophrynella manaos Rojas, Carvalho, Gordo, Avila Farias & Hrbek, 2014
(Figura 5D).

Foram gravados cantos de trés individuos em duas localidades: Reserva Florestal
Adolpho Ducke (02° 55* 52” S, 59°58° 29” W) e Campus da Universidade Federal do
Amazonas- UFAM (3° 05” 37” S, 59°58” 26” W), Estado de Amazonas, Brasil. Todos

os cantos foram gravados perto de pequenos corpos de aguas de pouca profundidade e
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abundante vegetacdo que apresentava pouca entrada de luz, proximos de igarapés de
maior longitude. A temperatura de gravagdo variou entre 26°C- 27.5°C, gravados
durante o dia entre as 9:30-12:00 horas da manha.

O canto de (n=3) € um canto trinado forte conformado por uma Unica nota
simples multipulsionada. O comprimento das notas encontra-se dentro de uma faixa
entre 0.13-0.14 segundos (x= 0.14 + 0.005. n= 20 notas). Apresentam uma modulacéo

ascendente, alcancando sua maxima frequéncia quase ao final da nota (Figura 6D).

Apresenta uma estrutura harménica, com uma média de 4 + 0.7 harmoénicos
visiveis no espectrograma. As notas apresentam uma amplitude de 38-51 pulsos (x=48
+ 4.4 n= 20). A frequéncia fundamental varia entre 2557.5-2668.4 Hz (x= 2631.34
+25.5. n= 20 notas) e apresenta uma frequéncia absoluta na faixa de 3407.1-3442.2 Hz
(x= 3409.1 £25.5, n= 20 notas). O siléncio entre notas tem uma média de 0.6 + 0.2

segundos com uma amplitude entre 0.4-1.2 segundos (n=20).

Tabela 4. Comparacgdo entre as variaveis bioacusticas de algumas espécies do género
Amazophrynella (canto do individuo da localidade tipo ndo disponivel), nimero de
notas analisadas e nimero de cantos se encontram nas descri¢cdes dos cantos de anuncio.

. Tipo x Frequéncia A Pulsos  Siléncio
Variavel/ Duracéo do fund | Frequéncia
Espécie canto (s) undamenta absoluta (Hz) por entre
canto (H2) nota  notas (s)
49 +
A 0.11+0.01 3240.8+76.2 3757.9 % 154. 23 06+£04
bokermanni 17inado  (0.09 - (3078.3— 5 (3407.65— ( 45 (06—
0.12) 3277.8) 3794.9) ’ 1.2)
56.8)
015+0.03  3299.37+ 41%52 * 5%‘?1 06419
A. vote Trinado (0.13- 41.6 (3152.7— ' ' o
0.17) 3589.6) (3755.9— (49-  (0.5-3.1)
' ' 4515.7) 62)
01440005 2631.3+255 0207+ 48+
A.manaos  Trinado (0.13-014  (2557.5- s o Lo
' : ) : 2668 ' 2) (3407.09— (38~ (04-1.2)
' 3442) 51)
0.013
Asp. oo 0001 45973357 33(13?1'597_4'5 0 1 é‘?g’(f .
(linhagem A) (0.01- (45.9-125.9) 3480 '9 ' 54 '
0.016) 9) —54)
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Histéria natural

Todas as especies de Amazophrynella compartilham as seguintes caracteristicas
ecologicas: seu habitat é a serrapilheira (figura 7); todas eles possuem uma atividade
diurna; possuem um claro dimorfismo sexual no tamanho (SVL); possuem um saco
gular indistinguvel, reproduzem-se em charcos estacionais pequenos com pouca

correnteza e pouco profundos, colocam seus ovos ao redor de pequenos galhos caidos.

Figura 7. Caracteristicas gerais dos habitas das espécies de Amazophrynella. A)
Serrapilheira, onde as espécies ocorrem; B) Vegetacdo ao redor de uma pequena poca
reprodutiva das espécies do género.

Amazophrynella minuta foi registrada em atividade durante o dia, especialmente
em horas da manha (8:00-10:00). A localidade tipo apresenta uma estrutura de bosque
tipo campinarana recoberto por arvores com um diametro pequeno. Os espécimes foram
observados perto de corpos de agua cantando (9:30-10:00). Os machos cantan

escondidos debaixo de folhas secas e corpos d’agua pouco profundos.

Amazophrynella vote encontra-se em reproducdo entre a finais de novembro até

inicios de abril. O seu canto de andncio pode ser escutado nas manhas. Os machos

42



possuem um saco gular indistinguivel. Seus ovos sdo ligeramente pigmentados,
depositando um promedio de 265-375 ovos (n=3) (Avila et al., 2012).

A reproducdo de Amazophrynella bokermanni ocorre durante a estacdo chuvosa
desde a metade do més de novembro até finais do més de Marco. Vocaliza perto de
corpos de aguas escondidos em pequenos troncos e a serapilheira, pertencente ao grupo
de A. minuta, A. bokermanni que depositam seus ovos em pequenas pogas de agua e

possuem ovos pigmentados gelatinosos (lIzecksohn, 1993).

Amazophrynella sp. linhagem A e A. sp. linhagem D encontram- se em época de
reproducdo entre Dezembro até inicios de Abril. Apresentam um amplexo de tipo axilar.
Vocalizam perto de pequenas pocas de adgua estacionais de pouca profundeza rodeados

por uma abundante vegetacéo.

O canto de anuncio de Amazophrynella manaos pode ser escutado em términos da
estacao seca e inicios das chuvas no més de novembro até meados do més de abril. Os
machos cantam durante o dia escondidos na serapilheira perto de pequenas pogas de
agua préximos aos igarapés, mais também foram escutados cantando no periodo da
tarde entre as 15h30min-16 horas. Pode ser encontrado em florestas primarias e

fragmentos de bosques.
Distribuicdo

Amazophrynella minuta s6 € conhecida da localidade tipo Missdo Taracua e na
cidade de Séo Gabriel da Cachoeira (aproximadamente 110 km). Sua distribuicdo pode
abranger o extremo norte da regido Amazonas, Brasil e paises adjacentes como

Colémbia ou Venezuela (Figura 8).

Amazophrynella vote foi registrada nas localidades de Aripuand, Parque Estadual
Igarapés do Jurena, Fazenda S&o Nicolau na parte norte do Estado de Mato Grosso,
Brasil. No estado do Amazonas, foi encontrada nos municipios de Canutama, Tapaud,
Beruri, Manicoré e Novo Aripuand No estado de Ronddnia ocorre no municipio do Ji-
Parana. Novos registros desta espécie indicam sua ocorréncia no Parque Estadual do
Matupiri e Reserva de Desenvolvimento Sustentavel 1gapé Agu, estado do Amazonas,
Brasil (Avila et al., 2012).
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Figura 8. Mapa de distribuicdo de todas as linhagens e espécies de Amazophrynella
encontradas neste estudo.

Amazophrynella bokermanni é conhecido da sua localidade tipo, Parintins,
estado do Amazonas, Brasil (lzceksohn, 1993). A sua distribuicdo abrange
possivelmente os estado do Para, Amapa e Maranhdo, Brasil. Foram encontrados

individuos nas localidades de Juruti (30 km da localidade tipo). A distribuicdo abrange

44



as localidade de Ramal dos Cocos, municipio de Altamira, Parque de Desenvolvimento
Virola Jatob4, municipio de Anapu e localidade de Itapuama, rio Tapajos (Fouquet et
al., 2012b).

Amazophrynella manaos encontra-se distribuida na parte sul este da regido dos
escudos das Guianas. E conhecido das localidades de Mineragdo Taboca, Campus da
Universidade Federal do Amazonas, Reserva Florestal Adolpho Ducke, Presidente
Figueiredo, Reserva ZF-2 e Parque Estadual rio Negro Setor Sul, rio Cuieiras. Ao sul e
este limita sua distribuicdo pelo rio Amazonas e rio Negro. Aparentemente se encontra

restrito na parte central-sul dos escudos das Guianas.

Amazophrynella sp. linhagem A é conhecida de quatro localidades: Puerto
Almendras, Fundo Zamora, Fundo UNAP e cidade de Nauta. Estas localidades se
encontram geograficamente na margem esquerda do rio Amazonas ao sudeste da cidade
de Iquitos. Individuos desta linhagem ocorrem s6 no Peru. Sua distribuicdo encontra-se
limitada provavelmente pelo rio Nanay ao norte e rio Marafion ao sul. Individuos foram
observados ao longo de toda a rodovia lquitos-Nauta. Sua distribuicdo pode se estender

mais ao norte do rio Amazonas, regido Loreto-Peru.

Amazophrynella sp. linhagem D € conhecido de trés localidades: Jenaro Herrera,
Requena e Nuevo Salvador. Estas localidades se encontram geograficamente situadas na
margem direita do rio Ucayali. A distribuicdo desta linhagem encontra-se limitada pelo
rio Marafion ao norte e o rio Amazonas ao nordeste. A sua extensdo se estende mais ao

sul ou sudeste da regido Loreto, Peru, incorporando a reserva indigena dos Matses.

A linhagens de Amazophrynella sp. “Guianas” se encontram distribuidos na
regido dos escudos das Guianas no pais das Guianas Francesas, enquanto a linhagem de

A. aff. minuta (Equador) se distribui no sul do pais do Equador.

Discussao

O presente estudo revelou uma diversidade desconhecida dentro do género
Amazophrynella; estes dados corroboram com trabalhos realizados por outros autores,

que demonstraram a existéncia de uma subestimagdo na riqueza de anfibios na regido
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amazonica e no mundo (Elmer et al.; 2007; Fouquet et al.; 2007; Padial & De la Riva,
2009, Viettes et al., 2009; Funk et al., 2011; Rojas et al., 2014).

O fragmento do gene 16S rDNA é comumente usado como barcode para 0s
anfibios, sendo confidvel na identificacdo das espécies (Vences et al., 2005) avaliar a
monofilia e descobrir linhagens divergentes (e.g. Padial et al., 2009; Crawford et al.,
2010 e Padial et al., 2012).

A hipdtese filogenética obtida, demonstrou a existéncia de outras linhagens
independentes de Amazophrynella: a linhagem de A. aff. minuta (Equador) (linhagem
irmdo de A. minuta) e A. sp. das “Guianas” (taxon irmao de A. manaos), linhagens que
possivelmente representem espécies novas. Evidentemente € necessario uma revisdo
morfologica e analises filogenéticas e bioacusticas mais completas que permitam
demostrar a validade destas linhagens como espécies. A filogenia obtida também
ajudara em futuras consideracdes taxonémicas que abranjam individuos de diferentes
localidades, assim como populagcdes da Colombia, Venezuela, da regido panamazonica

das Guianas, Bolivia, Equador e Peru.

Todas as linhagens encontradas demostraram uma alta divergéncia molecular (>
4%). Provavelmente estd alta taxa de distdncia genética se deve as caracteristicas
ecoldgicas destes animais que ndo sdo migradores potenciais, sdo incapazes de cruzar

rios e possuem tamanhos corporais.

Fouquet et al. (2007) e Fusinatto et al. (2013) mencionam que as grandes
distancias genéticas entre espécies de anuros estdo relacionadas com a ocupacdo de
nicho especializado, isolamento de populacdes, fluxo genético restrito e fatores
ecologicos, como a preferéncia de habitats e alimento. A necessidade de maiores
pesquisas adicionais dos diversos aspectos evolutivos do género € necessaria para
conhecer mais a fundo quais séo os fatores que moldaram e ainda moldam a histéria

evolutiva deste género.

Morfométricamente as espécies de Amazophrynella apresentam uma
similaridade na forma, sendo separadas pelo tamanho de A. bokermanni. Na analises
morfometricas aplicadas somente nas linhagens do complexo de A. minuta evidenciou-
se uma separacdo das linhagens no plano dos componentes principais, esta separagdo

morfométrica na forma e no tamanho é também observada na separacéo filogenética.
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Os fendmenos bioldgicos que podem estar causando esta divergéncia sdo 0s
fatores evolutivos que imperam no meio de cada linhagem (Reis, 1988) tais como a
alimentacdo, niveis proteicos do alimento, tamanhos das presas, selecdo de nicho
ecologico e selecdo sexual. As sinapomorfias morfoldgicas encontradas entre as
especies de Amazophrynella revelaram a existéncia de um processo de evolugédo
morfologica geralmente conservada. Este fendmeno pode possibilitar a existéncia de
espécies cripticas (Bickford et al., 2007; Galetti et al., 2008) ndo descritas.

Interessantemente uma sinapomorfia potencial reside nos padrdes bioacusticos.
Os cantos de andncio descritos e analisados mostraram uma estrutura geral de uma nota.
Amazophrynella manaos, A. vote e A. bokermanni que compartilhnam variaveis similares
nos cantos de anuncio (Duracdo do canto, Freqiéncia fundamental e Freqliéncia

absoluta), relacionados também com os esquemas filogenéticos e de distribuig&o.

O canto de A. sp. linhagem A, encontra-se com menos similaridades entre as trés
espécies, estas dissimilaridades incluem a duragdo do canto (menor), a frequéncia
fundamental baixa e a auséncia de pulsos nas notas, provavelmente o canto de anuncio
de A. minuta e A. sp. linhagem D possuam um padrdo muito similar com o canto de A.

sp. linhagem A.

A diferenca existente na distribuicdo entre A. sp. linhagem A (lado esquerdo do
rio Amazonas, Peru) e A. sp. linhagem D (lado direito do rio Amazonas, Peru)
provavelmente evidencia padrbes biogeograficos dos rios como barreiras que impedem
o fluxo genético e isolam populacdes de anuros, como foi demonstrado em outros
estudos (ver Simdes et al., 2008, Simdes et al., 2011, Ribas et al., 2012, Funk et al.,
2011), no entanto maiores estudos devem ser realizados para testar se nas espécies deste

género os rios amazonicos funcionam como barreira vicariante de especiagéo.

Os limites de distribuicdo de Amazophrynella abrangem atualmente sete paises
da América do Sul: A minuta distribuida no Equador, Colémbia, Venezuela, Guiana
Inglesa, Suriname e a parte noroeste do Brasil (borda da fronteira entre Colémbia,
Brasil e Venezuela), A. vote, restrito s6 no Brasil, nos estado de Rondonia, e a parte sul
do Estado do Amazonas. A. bokermanni distribuido sé no Brasil, em todo o estado do
Pard, Maranhdo e Amapa e parte oeste do estado do Amazonas, A. manaos, gque ocorre

também s6 no Brasil na parte noroeste dos escudos das Guianas, norte da cidade de
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Manaus, A. sp. linhagem A e A. sp. linhagem D, séo conhecidas sé para a regido Loreto-
Peru, os limites de distribuicdo destas espécies ndo se encontram atualmente definidos,
mas tudo indica que A. sp. linhagem A distribui-se pela parte norte da regido Loreto até

0 Equador e . sp. pela parte sul, abrangendo o departamento peruano de Ucayali.

48



CAPITULO 11

Redescricéo de Amazophrynella minuta da localidade tipo e descricéo
morfoldgica de duas linhagens do complexo Amazophrynella minuta
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Introducéo

O género Amazophrynella, Fouquet 2012, esta constituido por pequenos anuros
bufonideos de linhagem basal (Pramuk et al., 2008; Van Bocxlaer et al., 2010),
endémicos de sul América, encontram-se distribuidos por toda a Amazonia, abrangendo
0s paises da Bolivia, Peru, Brasil, Equador, Colémbia, Venezuela e a regido pan-

amazonica das Guianas (Fouquet et al., 2012b; Frost, 2013).

Amazophrynella minuta (Melin, 1941), descrita para a Missdo Taracu, rio
Uaupés, regido da fronteira Brasil, Colémbia e Venezuela, possui um historico
taxondmico confuso. Muitas populagdes de A. minuta morfologicamente distintas tém

sido tratadas como uma espécie Unica (Rojas et al, 2014).

As dificuldades no delineamento de espécies em populacdes nomeadas como A.
minuta reside na auséncia de uma revisdo taxondmica adequada e comparacOes
morfolégicas e filogenéticas entre populacdes de diferentes localidades ao longo da sua
extensa distribuicdo. Uma grande problemaética € o estado de conservacdo atual da série
tipo, que dificulta a comparacédo dos caracteres morfoldgicos. O género Amazophrynella
permanece em grande parte sem una resolucdo taxonémica (Rojas et al., 2014), e as
lacunas existentes entre os limites das espécies impedem conhecer a diversidade real de

escondida em este género criptico (Fouquet et al., 2007; Fouquet et al., 2012b).

Neste trabalho redescrevemos a espécie Amazophrynella minuta e descrevemos
duas novas espécies do complexo Amazophrynella sdo descritas em este trabalho,
erroneamente nomeados como A. minuta. Apresentamos evidencias morfoldgicas e

moleculares.
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Redescricdo de Amazophrynella minuta (Melin, 1941)
(Figura 1)
Amazophrynella minuta (Melin, 1941)
Sinénimos.

Atelopus minutus Melin, 1941

Dendrophryniscus minutus (McDiarmid, 1971, Zimmerman & Rodrigues, 1990;
Magnusson & Hero, 1991, Lima et al., 2006)

Amazonella minuta (Fouquet et al., 2012b)
Amazophrynella minuta (Fouquet et al., 2012a)

Comentarios iniciais. Foi descrita como Atelopus minutus por Douglas Melin em 1941
da localidade de Missdo Taracua, margem direita do rio Uuapés, municipio de Séo
Gabriel da Cachoeira, Brasil, usando somente seis espécimes, a descricdo apresenta
somente desenhos em vista dorsal e lateral da cabeca, ventre e o pé direito. Os
espécimes foram coletados em marco de 1924. Atualmente o holétipo e sintipos se
encontram depositadas na colecdo de Naturhistoriska Museet, Goteborg, Suécia
(NHMG), Europa (Figura 1).

Figura 1. Amazophrynella minuta da localidade tipo, Taracua, Rio Uauapés, Amazonas
Brasil em amplexo.
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Figura 2. Estado atual dos sintipos de Amazophrynella minuta (Melin, 1941); NHMG
462, 465, Taracua, Rio Uaupés, Amazonas, Brasil.

Nova diagnose. Amazophrynella minuta pode ser distinguida pela combinacdo dos
seguintes caracteres: 1) Cabeca pontiaguda (em vista ventral); 2) nariz pontiaguda (em
vista lateral); 3) textura dorsal e ventral da pele fortemente granular; 4) corpo coberto
por abundantes espiculas abundantes brancos pequenos e ponteados; 5) grandes
tubérculos na regido dorso-lateral; em vida 6) garganta e peito marrom escuro; 7)
abddémen de coloracdo laranja-amarelo intenso; 8) manchas ou ocelos irregulares no

abddmen.

As caracteristicas que distinguem A. minuta com as outras espécies de
Amazophrynella em vida séo: o padrdo de coloragdo ventral do abddémen, textura da
pele e forma do focinho (Figura 3). A. bokermanni apresenta um abdémen branco com
manchas pretas (lzecksohn, 1993); A. vote possui uma coloragdo avermelhada com
pequenos pontos (Avila et al., 2012); A. manaos tem o abdémen branco com manchas
ou pontos negros, A sp. “buriti” (linhagem A) e A. sp. “matses” (linhagem D) possuem a

mesma coloragdo do abdémen.
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Figura 3. Comparagdo de algumas caracteristicas diagnosticas do género
Amazophrynella. A, B, C) Amazophrynella minuta (INPA-H 312725); D, E, F) A.
manaos (espécie ndo coletada); G, H, 1) A. bokermanni (INPA-H 31863); J, K, L) A
vote (INPA-H 31870); M, N, O) A. sp. “buriti” (linhagem A); P, Q, R) A. sp. “matses”
(linhagem D). A, D, G, J, M, P sdo as formas do focinho e cabeca; B, E, H, K, N, Q a
textura dorsal da pele; C, F, I, L, O, P textura ventral da pele e formas das manchas.
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Outra caracteristica que distingue A. minuta das outras Amazophrynella spp. é a
textura dorsal e ventral da pele. A. bokermanni apresenta uma textura granular; em A.
vote € finamente granular, A. manaos apresenta uma textura granular A. sp. “buriti”
linhagem A) é granular, em A. sp. “matses” (linhagem D) é ligeiramente granular. A
presenca de grandes tubérculos na regido dorsolateral se encontra ausente nas outras

espécies do género.

A culminacdo do focinho de A. bokermanni é triangular; mas a maior diferenca
entre esta espécie vs. A. minuta e a formula dos dedos I>11 em A. bokermanni e I<Il em
A. minuta; A. vote apresenta um focinho arredondado, em A. manaos sp. nov. é
ligeiramente truncado, A. sp. “buriti” (linhagem A) possui um focinho agucado com
uma culminacéo triangular, em A sp. “matses” (linhagem D) o focinho é triangular com

culminag&o truncada.

O padrao de coloracdo do pescoco e do peito em A. bokermanni é amarronzado;
marrom em A. vote, escuro em A. manaos, em A sp. “buriti” (linhagem A) em A. sp.

“matses” (linhagem D) é cinza escuro, e em A. minuta € marrom escuro.

Redescricdo e variacdo (Figura 4). Machos adultos, comprimento médio focinho-cloaca
(SVL) 13.5 £ 0.57 (12.4 - 14.2), fémeas 17.5 £ 0.61 (17.1-18.9). Corpos delgados.
Cabeca comprida assim como larga; comprimento médio da cabeca 9 + 0.16 (4.7-5.2),
36.2% do SVL,; largura médio da cabeca 2 + 0.15 (4.0 - 4.3), 31.1% do SVL; cabeca
pontiaguda. Focinho de perfil pontiagudo em vista lateral; comprimento médio do
focinho 2.27 £ 0.14 (2.1 — 2.5), 46.3% do largura da cabeca. Timpano externo nao
visivel. Saco gular ausente em machos. Olhos proeminentes; comprimento médio dos
olhos 1.4 + 0.08 (1.2 — 1.5), 29.38% do comprimento médio da cabeca. Narinas mais
perto da ponta do nariz que dos olhos; distancia internasal 1.2 + 0.10 (1.0- 1.3), 28.57%

da largura da cabeca.

Textura do corpo espiculado com tubérculos de tamanhos médios. Textura do
dorso fortemente tubercular. Abundantes granulos espinhosos agrupados na regido
axilar. Superficies dorsolaterais cobertos por tubérculos. Alguns espécimes apresentam
um ou dois grandes tubérculos nos flancos. Textura da superficie ventral
extremadamente granular, outros apresentam tubérculos pequenos disseminados na

garganta e o abdémen.
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Figura 4. Variacdo entre individuos de Amazophrynella minuta da localidade tipo. A-C)
fémeas adultas; D-E) machos adultos.

Membros anteriores delgados. Tubérculos conicos e espinhosos visiveis nas
superficies dos antebragos. Comprimento médio do antebraco 3.8 £ 0.24 (3.3-4.1);
presenca de espiculas espinhosas abundantes na inser¢do da parte superior do braco,
comprimento médio da mao de 2.8 + 0.24 (2-2.9); dedos sem membranas. Férmula dos
dedos: | <II <IV <lIII; primeiro dedo curto, o terceiro dedo duas vezes o tamanho do
segundo, o quarto maior do que o primeiro e segundo; tubérculo palmar grande e
arredondado; tubérculo supranumerério arredondado: um no | dedo, dois no Il e IV e

trés no I11. Ponta dos dedos nao expandidos.

55



Membros posteriores delgados. Comprimento médio da coxa 6.8 £ 0.22 (6.3-
7.3), 50.37% do SVL; comprimento médio da canela 6.7 + 0.26 (6.3-7.1); espiculas
conicas e espinhosas presentes na coxa e canela, comprimento médio do tarso 4.1 + 0.22
(3.7-4.4); comprimento médio do pé 4.8 + 0.34 (4.5-5.3). Alguns espécimes apresentam
um agrupamento de espiculas marrom-amareladas da superficie oculta das coxas.
Membrana basal presente nos pés. Férmula dos dedos do pé: I <Il <l <V <IV.
Primeiro dedo muito curto, o segundo metade do tamanho do terceiro, quinto menor do
que o segundo e terceiro. Tubérculo metatarsal oval. Tubérculo subarticular visivel: dois

em I, Il e V dedo, trés no Il e IV. Ponta dos dedos ndo expandidos.

Coloracdo em vida. Os adultos apresentam uma pupila circular negra e iris dourado;
alguns espécimes apresentam uma linha avermelhada desde a ponta do nariz até a
insercdo do antebrago; coloragdo do dorso marrom ou avermelhado escuro; um ou dois
tubérculos grandes de coloracdo vermelha na regido dorso-lateral; coloragdo do
abdémen amarelo intenso; manchas irregulares marrons no abdémen; garganta e peito
marrom claro; manchas amarelas na insercdo do braco em vista ventral; granulos
amarelos e brancos presentes na regido axilar, cobrindo o antebrago e braco; antebrago e
braco com barras transversais escuras; coxas recobertas com pequenas manchas negras
em vista ventral; espiculas pequenas nas coxas e canela de coloracao branca e amarelas;
alguns individuos apresentam uma coloracdo amarela com manchas negras na regido
posterior da coxa cobrindo a cloaca; tarso com barras transversais marrons, coloracao

das méaos e pés vermelho intenso.

Coloracéo em preservacdao. A mesma cor que em vida, mas a coloragdo diminui em
preservacdo, a coloracdo do dorso torna-se mais escuro. Também detectamos uma perda
da coloragdo ventral que torna-se menos brilhante. A coloragdo axilar amarela se perde

rapidamente. A coloracéo dos dedos se reduz drasticamente em intensidade (Figura 5).
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Figura 5. Topdtipos de Amazophrynella minuta em preservacdo. A-C) espécimes
machos (INPA-H 32736, 32723, 32722); D-F) espécimes fémeas (INPA-H 32731,
32725, 32723).
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Amazophrynella sp. “buriti”
Sinénimos.

Dendrophryniscus minutus (Rodrigues & Duellmam , 1994)

Holo6tipo. MZUNAP- 901 macho adulto, coletado em Puerto Almendras (3° 49'
41.08"S, 73° 22' 7.68" W), dez quildmetros da cidade de Iquitos, Provincia de Maynas,
Distrito de San Juan, Comunidade de Nina-Rumi, Peru, por lan Pool Medina e Rommel
Rojas em 15 de Janeiro de 2013 as 10 horas da manha (Figura 6).

Figura 6. Individuo de Amazophrynella sp. “buriti” (MZUNAP-901). A) Vista dorsal,
B) Vista dorsal da cabeca, D) Vista lateral da cabeca, E) Vista ventral da cabeca.
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Paratop6tipos. MZUNAP 906; MZUNAP 915; MZUNAP 110; MZUNAP 907,
MZUNAP 917, MZUNAP 889; MZUNAP 910; MZUNAP 911; MZUNAP 916;
MZUNAP 913; MZUNAP 914 (fémeas adultas) coletados em Puerto Almendras o dia
15 de Janeiro de 2013 por lan Pool Medina e Richard Curto (Figura 7).

Figura 7. Individuos de Amazophrynella sp. “buriti” A-C) fémeas adultas, MZUNAP
905, MZUNAP 905, MZUNAP 242; D-F) machos adultos, MZUNAP 887, MZUNAP
908, MZUNAP 902.
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Paratipos MZUNAP 908, MZUNAP 924, MZUNAP 886, MZUNAP 900, MZUNAP
888, MZUNAP 919, MZUNAP 902 (machos adultos), MZUNAP 887, MZUNAP 905,
MZUNAP 920 (fémeas adultas) coletados na Fazenda Zamora, (3° 57' 58"S, 73° 25' 07"
W), distrito de San Juan Bautista, Km 58 da rodovia lquitos- Nauta, por Richard Curto e
lan pool Medina em 17 de Janeiro de 2013. MZUNAP 918, MZUNAP 909 (fémeas
adultas) coletado na localidade de Nauta (4°34'09" S, 73°43'25" W) Provincia de
Maynas, cem quilémetros da cidade de Iquitos, por lan Pool Medina em 22 de Junho de
2012; MZUNAP 242 Provincia de Maynas coletado na localidade de Fazenda da
Universidade Nacional de la Amazonia Peruana - UNAP (4° 00* 11°” S; 73° 26° 04’
W) Provincia de Maynas, 31.5 quilémetros da cidade de Iquitos, rodovia lquitos- Nauta.

Diagnoses. Amazophrynella sp. “buriti” encontra-se dentro do género Amazophrynella
pela combinacdo das seguintes sinapomorfias: Tamanhos pequenos, focinhos alongados
e corpos achatados, cabecas com projecdes triangulares, palpebras menores que 0s
comprimentos dos olhos, cristas craniais ndo visiveis, glandulas par6tidas ausentes
timpano e saco vocal indistinto, corpos recobertos por granulos de textura finamente
granular até fortemente granulado ou verrugoso. A nova espécie apresenta os seguintes
caracteres diagndsticos: 1) focinho agucgado (em vista dorsal); 2) ponta do focinho com
uma pequena protuberancia triangular (em vista dorsal e ventral); 3) cabeca afiada (em
vista lateral); 4) textura do corpo espiculado recoberto por granulos de tamanho médios
irregularmente dispersos; 5) membranas basais no | e Il dedo 6) coloracdo ventral
amarela clara; 7) dorso de coloracdo castanha com pequenos granulos brancos-

esverdeados.

Comparacgdo com outras espécies. Além dos caracteres diagndsticos, Amazophrynella
sp. “buriti” distingue-se de (caracteres da nova especie em parénteses): A. minuta, pela
culminagéo do focinho pontiagudo (agugado) (em vista ventral e dorsal); textura dorsal
fortemente granulado com tubérculos conicos (textura espicular com tubérculos
arredondados); dedos das maos sem membranas (membranas basais no | e Il dedo);
tubérculo palmar arredondado (eliptico); dedos das maos dilatados (ndo dilatados);
agrupamento de granulos espinhosos agrupados na regido axilar (granulos espinhosos
menos abundantes). De A. bokermanni a sua principal diferenca é o tamanho do

primeiro dedo, I1>I1 em A. bokermanni (I<Il em A. sp. “buriti”); tamanhos maiores em
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machos e fémeas (tamanhos menores); padréo de coloracdo do abdémen é branco com
pontos castanhos (amarelo palido com manchas marrdo). De A. vote se diferenca pelo
focinho arredondado (agugado); cristas sub-rostrais ndo convergindo (convergindo);
textura dorsal finamente granular (textura espicular médio granulado); coloragéo ventral
marrom-avermelhado (amarelo); pontos brancos cobrindo o abdémen (manchas
castanhas). De A. sp. “matses” distingue-se pela auséncia de membranas basais no | e 11l
dedo da mé&o (membranas presentes), auséncia de protuberancia triangular na ponta do
nariz (protuberancia presente) auséncia de granulos brancos esverdeados no corpo
(granulos marrons) ocelos negros cobrindo o abdémen (manchas castanhas) e tubérculo

palmar eliptico (arredondado).

Descricéo do hol6tipo. Corpo delgado; cabeca comprida como larga; comprimento da
cabeca 37.3% do SVL; largura da cabega 31.7% do SVL. Perfil da cabeca em vista
ventral triangular; focinho agucado em vista dorsal e lateral; ponta do focinho com uma
pequena protuberancia pontiaguda triangular; comprimento do focinho 44.1% o
comprimento da cabeca; timpano nédo visivel; saco gular indistinto; olhos circulares
proeminentes, abrangendo 21.4% do comprimento da cabecga; narinas mais perto da
ponta do nariz que dos olhos; distancia internasal igual que o diametro do olho;
presenca de uma linha de granulos pequenos e espinhosos desde a ponta da boca até a

regido do antebraco.

Textura da pele no dorso espiculado, coberto com tubérculos abundantes de
tamanhos pequenos e forma arredondados; granulos espinhosos na base do antebraco de
abundancia regular; textura ventral granulado, um pouco maior que o dorso, os granulos
sdo redondos ndo pontiagudos; membros anteriores delgados; granulos espinhosos nas
superficies dos antebragos; comprimento do brago 34.4% do SVL; comprimento da méo
66% do comprimento do braco; presenca de pequenas espinhas que se expandem nas
bordas de todo o braco e antebrago; dedos delgados; férmula dos dedos | <II <IV <IlII
tubérculo palmar arredondado; tubérculo supranumerario arredondado: dois no | dedo,

dois no Il e IV e trés no 11l; membranas basais no | e Il dedo.

Membros posteriores delgados; espiculas triangulares presentes desde a coxa até
a canela (em vista ventral); comprimento dos pés 66% o comprimento da coxa; férmula

dos dedos do pé: I <II <l <V <IV; tubérculo metatarsal arredondado; tubérculos
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subarticulares redondos: dois em I, Il e V dedo, trés no Il e IV; ponta dos dedos nédo

expandidos.

Medidas do hol6tipo (mm). SVL: 14.5; HW: 4.6; HL: 5.5; SL: 2.4; ED: 1.2; IND: 1.2;
UAL: 5.0; HAL: 3.3; THL: 8.1; TAL: 7.2; TL: 4.5; FL: 5.3.

Figura 8. Padrdes de variacdo no ventre de Amazophrynella sp. “buriti” note-se a
presenca de manchas grandes e a coloracdo do ventre amarelo-laranja intenso. A-F)
espécimes fémeas (Foto E ©Guissepe Gagaliardi); G-L) espécimes machos.

Variacado morfologica. Existem variagdes no padrdo de coloracdo ventral do abdémen.
Alguns espécimes apresentam uma coloracdo amarela intensa. No periodo de
reproducdo a coloracdo da garganta e peito do macho e da fémea torna-se vermelho
intenso. Outros espécimes apresentam uma coloracdo amarela nos tubérculos das coxas.

Foi observado também que alguns individuos possuem uma mancha de coloracdo
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amarela cobrindo a cloaca. Alguns machos apresentam uma coloracdo amarelo-clara na
superficie interior das coxas. As manchas amarelas cobrindo a superficie do abdémen as
vezes se tornam mais claras. Regularmente sdo manchas arredondas, mais também

foram observadas manchas sem forma de diferentes tamanhos (Figura 8).

Coloracéo em alcool. Em alcool de 70° nota se uma perda da coloracéo ventral, ficando
menos colorido. A coloracdo das méos e pés se perde rapidamente. O dorso torna-se

mais escuro

Etimologia. Nomeamos esta espécie como “buriti” em honra ao fruto da palmeira

Mauritia flexuosa, um fruto conhecido e consumido em toda a Amazonia.

Amazophrynella sp. “matses”
Sinénimos.

Dendrophryniscus minutus (Gordo, 2006)

Holdtipo. MZUNAP 921 macho adulto, coletado da localidade de Nuevo Salvador (5°
18' 10"S, 73° 54' 01" W), distrito de Requena, Provincia de Requena, Loreto, Peru, por
lan Pool Medina, Richard Curto e Rommel Rojas em 05 de Fevereiro de 2013 as 14:45

horas (Figura 9).

Paratop6tipos. MZUNAP 920, MZUNAP 922, MZUNAP 923, MZUNAP 925,
MZUNAP 926 (machos adultos) MZUNAP 927, MZUNAP 944, MZUNAP 938,
MZUNAP 936 (fémeas adultas) coletados as 15h30min. Todos os paratopétipos foram

coletados aos redores de uma poca de agua.

Paratipos. MZUNAP 934, MZUNAP 936 MZUNAP 940, MZUNAP 948 MZUNAP
943, MZUNAP 952, MZUNAP 953 (machos adultos), coletados em Nuevo Salvador,
(5° 2'33"S, 73° 50" 02" W), distrito de Requena, por Richard Curto em 06 de Janeiro de
2013; MZUNAP 928, MZUNAP 929, MZUNAP 930, MZUNAP 931, MZUNAP 933,
MZUNAP 934, MZUNAP 935, MZUNAP 936, MZUNAP 937, MZUNAP 939,
MZUNAP 941, MZUNAP 942, MZUNAP 946, MZUNAP 947, MZUNAP 949 |,
(fémeas adultas) coletado na comunidade de Jenaro Herrera, distrito de Requena (4°
53'54.49" S, 73°37'05.63" W) em 06 de Janeiro de 2013 por Rommel Rojas; MZUNAP
932, MZUNAP 945, MZUNAP 950, (fémeas adultas), coletados em Nuevo Salvador,
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(5° 2' 33"S, 73° 50" 02" W), distrito de Requena, por lan Pool Medina em 07 de Janeiro
de 2013 (Figura 10).

Figura 9. Individuo de Amazophrynella sp. “matses” (MZUNAP 921); A) vista dorsal;
B) vista ventral; C) forma da cabeca (vista dorsal); D) forma da cabeca (vista lateral); E)
forma da cabeca (vista lateral).

Diagnosis. Amazophrynella sp.“matses” é diagnosticada das outras Amazophrynella
spp. pela combinacéo dos seguintes caracteres: 1) tamanhos menores do género: fémeas
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17.1mm £ 0.7 (16.5-17.7mm), machos 12mm * 0.6 (11.5-13.5mm); 2) protuberancia
nasal inchada nas bordas; 3) tubérculos palmares elipticos; 4) ponta dos dedos das maos
inchados, 5) presenca de ocelos negros de tamanhos médios cobrindo o ventre.

Figura 10. Individuos de Amazophrynella sp. “matses”. A-C) fémeas adultas, MZUNAP
928, MZUNAP 931, MZUNAP 947; D-F) machos adultos, MZUNAP 922, MZUNAP
920, MZUNAP 923.
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Comparacédo com outras espécies. Amazophrynella sp. “matses” se distingue das outras
Amazophrynella spp. (caracteres da nova espécie entre parénteses): De A. minuta pelo
maior tamanho nos machos (tamanhos menores em machos), culminacdo do focinho
pontiagudo sem protuberancia nasal inchada nas bordas (truncado com protuberancia
nasal inchada nas bordas; figura 11), textura do corpo granulado (textura do corpo
espiculado). De A. bokermanni sua principal diferenca é o tamanho do primeiro dedo da
méo (I<Il em A. sp. nov. “matses” e I>Il em A. bokermanni), coloracdo do ventre
branco com manchas negras (amarelo intenso com ocelos negros). De A. vote pela
culminacdo do focinho arredondado (truncado, em vista ventral), coloracdo ventral
amarronzado com pontos avermelhados (amarela com ocelos negros). A. manaos
apresenta dedos das mdos ndo inchados (inchados), textura do corpo médio granular
(textura espiculado), ventre branco com ocelos ou listras negras (ventre amarelo intenso
com ocelos negros). De A. sp. “buriti”, distingue-se pela presenca de membrana basais
no | e Il dedo (ausente, figura 12), nariz agucada (nariz truncada), auséncia de
protuberancia nasal inchada nas bordas (protuberdncia nasal inchada), presenca de
espiculas brancas esverdeadas no corpo (ausentes), manchas cobrindo o ventre (ocelos

de tamanhos médios—pequenos).

Medidas do hol6tipo (mm). SVL: 13.5; HW: 3.9; HL: 4.5; SL: 2.2; ED: 1.1; IND: 1.1;
UAL: 4.0; HAL: 2.8; THL: 5.9; TAL: 5.7; TL: 4.2; FL: 5.3.

Descricdo do holétipo. Corpo delgado; cabeca comprida como larga; comprimento da
cabeca 33.4% do SVL; largura da cabega 28.8% do SVL. Perfil da cabeca em vista
ventral triangular; focinho ponteado (em vista lateral); ponta do focinho truncado (em
vista dorsal); comprimento do focinho 48.8% o comprimento da cabeca; timpano e saco
vocal indistintos; olhos circulares, abrangendo 24.4% do comprimento da cabeca;

narinas mais perto da ponta do nariz que dos olhos.

Textura do dorso espiculado, coberto com indmeros granulos pequenos
arredondados distribuidos irregularmente; poucos granulos espinhosos na base do
antebraco; textura ventral com abundantes granulos maiores do que no dorso ; membros
anteriores delgados; menores que 0s posteriores; comprimento do braco 29.6% do SVL;
pequenas espinhas se expandem nas bordas de todo o brago e antebrago em pouca

abundancia; dedos delgados e compridos; formula dos dedos | <II <IV <III tubérculo
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palmar eliptico presente; tubérculo supranumerario arredondado: dois no | dedo, dois no

Il e trés no IV e 11l dedo; dedos sem membranas interdigitais. Ponta dos dedos inchados.

Membros posteriores delgados; maiores que as 0s membros superiores; espiculas
pequenas triangulares presentes desde a coxa até a canela; comprimento dos pés 89.8%
0 comprimento da coxa; formula dos dedos do pé: | <Il <lll <V <IV; tubérculo
metatarsal arredondado; tubérculos subarticulares redondos: dois em 1, 1l e V dedo, trés

no Il e IV dedo; ponta dos dedos dilatados.

Figura 11. Formas das cabecas em vista, dorsal, ventral e lateral de: A) Amazophrynella
sp. “matses” (MZUNAP 921); B) A. minuta (INPA-H 32740), C) A. sp. “buriti”
(MZUNAP 908). A seta em A. sp. “matses” indica a protuberancia nasal nas bordas; e
em A. sp. “buriti” indica a protuberancia triangular no final do focinho (escala=3.2mm).

67



Coloracéo do holétipo. Coloracao dorsal castanha com barras transversais triangulares
marrons claras, banda longitudinal branca na mandibula pouco visivel que estende-se
desde ponta do focinho até a boca. Iris dourado, pupilas negras. Cor da garganta e peito
marrom-acinzentado; cor do abddmen amarelo intenso; ocelos pequenos negros
cobrindo 0 abdémen e a regido da garganta e peito. Coxas gris-amarronzado com ocelos
negros pequenos dispersos. Granulos marrons - avermelhados cobrindo tudo o corpo.

Pés e maos vermelhos.

Figura 12. Comparacdo entre as maos e os pés de: A) Amazophrynella sp. “buriti”
(MZUNAP 901), B) A. minuta (INPA-H 32740, topotipo) da localidade tipo, C) A. sp.
“matses” (MZUNAP 931). As setas indicam a existéncia ou auséncia de membranas no
I e 111 dedos da méo e a forma do tubérculo palmar de A. sp. “buriti” e A. sp. “matses”.
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Variacdo morfologica. Variagdes intraespecificas sd@o evidentes, especialmente nos
padrdes de coloracdo ventral (Figura 13). Em alguns espécimes existe uma abundancia
maior dos ocelos negros cobrindo as regifes da garganta, peito, abddmen e coxas.
Alguns espécimes apresentam manchas tipo listras no ventre, devido a unido dos ocelos.
Os padrBes dorsais sdo quase invariaveis. Alguns individuos possuem uma linha
marrom que se estende desde a ponta do focinho até a cloaca. A coloragdo do dorso
pode variar entre castanho-claro até marrom claro. A mancha amarela do ventre pode se

estender desde a metade do abdémen até o peito.

Figura 13. Padrdes de variacdo no ventre de Amazophrynella sp. “matses”, nota-se a
presenca de manchas grandes e a coloracdo do ventre amarelo intenso. A-C) espécimes
fémeas; G-L) espécimes machos. Nota-se a menor quantidade de ocelos e manchas no
ventre.
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Coloracéo em alcool. Coloracdo dorsal torna-se mais escura. Se observa a perda
gradativa da coloracédo ventral, especialmente da coloracdo amarela do abdémen que se

torna branca. Os ocelos negros ficam evidentes na regiéo ventral.

Etimologia. Nomeamos esta espécie como “matses” em honra a tribo indigena dos

Matsés, territorio onde a espécies foi encontrada pele primeira vez.
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DISCUSSAO

Em este trabalho duas novas espécies do género Amazophrynella foram descritas
baseadas em caracteres morfoldgicos e moleculares. As novas espécies descritas para o
género revelaram uma diversidade subestimada concordando com os dados de Fouquet
et al. (2007), Fouquet et al. (2012b) e Rojas et al. (2014). Estes resultados indicam a
existéncia de novos desafios que direcionem em revelar os verdadeiros padrdes

taxonémicos de este a este género.

As novas espécies formam parte das especies do complexo A. minuta,
evidentemente diferenciadas pelos padrdes morfolégicos e de distribuicdo geografica.
A. “buriti” sp. nov. e A. “matses” sp. nov. foram nomeados erroneamente como A.
minuta por um longo tempo devido & uma identificacdo errada e auséncia de uma
revisao taxondmica adequada. Nossa hipdteses filogenética baseada no fragmento 16S
DNA (barcode para os anfibios) (Vences et al., 2005; Fouquet et al., 2007) demonstrou
a existéncia de outros linhagens independentes de Amazophrynella: a linhagem de A.
aff. minuta do este da Amazénia (Equador), A. sp. das “Guianas” (taxon irmao de A.
manaos), evidenciando-se a existéncia de um maior numero de potenciais candidatos a

novas espécies.

Com a redescricdo de A. minuta foram identificados caracteres morfologicos que
ajudardo em distinguir futuras novas espécies de Amazophrynella. Este género criptico
estd comecando em ser revelado. Ndo se descarta a existéncia de outras espécies
erroneamente nomeadas como A. minuta, distribuidas no Equador y a regido das

Guianas.

Com as novas espécies descritas neste trabalho, o nimero de espécies dentro do
género Amazophrynella aumenta para seis: A. minuta, A. bokermanni, A. vote, A.
manaos, A. “buriti” sp. nov. e A. “matses” sp. nov. Enquanto popula¢des denominadas
como A. minuta ainda apresentam diferengas morfoldgicas notaveis, sendo necessarios
maiores revisdes taxondmicas que abranjam um estudo morfoldgico, filogenético e
bioacustico das populagdes ndo analisadas. Estes resultados sugerem que a taxonomia

do género Amazophrynella ainda encontram-se longe de ser resolvida.
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Amazophrynella “buriti” sp. nov. e A. “matses” sp. nov. conhecidas s6 para o
Peru. Os limites de estas duas novas espécies ainda ndo estdo completamente definidas,
provavelmente A. “buriti” sp. nov. encontra-se distribuido em toda a parte noreste do
lado esquerdo do rio Amazonas, Peru, abrangendo localidades no este e norte da cidade
de Iquitos, esta espécie foi encontrada em ambientes de areia branca, chamadas de
campinaranas ou varillales. A. “matses” sp. nov. ocorre no lado direito do rio
Amazonas, Peru, margem direta do rio Ucayali, provavelmente esta espécie se distribuia

mais ao sudeste do Peru, abrangendo as localidade de Pucallpa, regido Ucayali Peru.

Os estudos taxondmicos deste género devem integrar a taxonomia num contexto
integrativo (filogenética, morfologia, morfometria e bioacustica). Por outro lado é
necessario um estudo evolutivo deste género, que envolva maiores detalhes sobre sua
historia, origem e dispersdo, e assim contribuir para o conhecimento dos eventos de

especiacdo neste grupo de anuros.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo utilizou a taxonomia integrativa para revelar uma grande

diversidade subestimada dentro do género Amazophyrnella.

1. Foram encontradas oito linhagens dentro do género: quatro pertencem as
espécies nominais do género, e outras quatro representam potenciais espécies

novas.
2. As distancias genéticas entre linhagens evidenciou alta divergéncia.

3. A analise morfométrica revelou divergéncias entre algumas linhagens, sendo a
espécie de maior diferenciacdo A. bokermanni. Dentro do complexo A. minuta as

divergéncias morfométricas mostraram diferenciacao entre as linhagens.

4. Os cantos de anancio das espécies do género Amazophrynella apresentam

divergéncias em forma e estrutura.
5. Todas as espécies do género possuem um comportamento ecolédgico similar.

6. A redescricdo morfolégica de A. minuta ajudard futuras consideracfes
taxondmicas e comparacdo dos caracteres diagndsticos entre potenciais espécies

novas.

7. Duas novas espécies de Amazophrynella foram descritas, distribuidas somente

no Peru.

8. ldentificamos outras espécies do género Amazophrynella dentro do complexo de
A. minuta; ainda, ndo se deve descartar a possibilidade de que A. bokermanni

também seja um complexo de espécies.

9. Analises morfoldgicas, bioacUsticas e genéticas sdo ferramentas importantes
para contribuir ao conhecimento da taxonomia e sistematica das espécies de

anuros.
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ANEXOS

Anexo 1.Espécimes examinados

Amazophrynella vote. Machos. INPA-H 31867, INPA-H 31870, INPA-H 31886, INPA-H
31883, INPA-H 31869, INPA-H 31880, INPA-H 31887 (Parque nacional Matupiri), INPA-H
INPA-H 28718, INPA-H 28715, INPA-H 28711, INPA-H 28713, INPA-H 28719, INPA-H
28714, INPA-H 28724 (Parque Nacional Nascentes do Lago Jari), Fémeas. INPA-H 31882,
INPA-H 31874, INPA-H 31880, INPA-H 31884, INPA-H 31870, INPA-H 31866, INPA-H
31873, INPA-H 31872, INPA-H 31885, INPA-H 31879, INPA-H 31878, INPA-H 31871,
INPA-H 31875, INPA-H 31868, INPA-H 31877 (Parque Estadual do Matupiri), INPA-H
28721, INPA-H 28720, INPA-H 28722, INPA-H 28723, INPA-H 28716, INPA-H 28712.

Amazophrynella bokermanni. Machos. MTAZL H 0495, EH 1485, MTAZL H 0499, MTAZL H
0506, EH1503 (Rio Tapajos), Fémeas. J153, J156, J158, J157, J155 (Juruti)

Amazophrynella minuta (Taracud). Machos. INPA-H 32721, INPA-H 32722, INPA-H 32723,
INPA-H 32724, INPA-H 32725, INPA-H 32726, INPA-H 32727, INPA-H 32728, INPA-H
32729, INPA-H 32730, INPA-H 32731, INPA-H 32732, INPA-H 32733 Fémeas. INPA-H
32735, INPA-H 32736, INPA-H 32737, INPA-H 32738, INPA-H 32739, INPA-H 32740.

Amazophrynella manaos. Machos. INPA- H 30655, INPA-H 6983, INPA-H6984, INPA-H
6987, INPA-H7797 (Campus UFAM), INPA-H 29568, INPA-H 29571, INPA-H 29570, INPA-
H 29572, INPA-H 29569 (Mineracdo Taboca), INPA-H 21028, INPA-H 21170, INPA-H
21060, INPA-H 20991, INPA-H 20992, INPA-H 20993, INPA-H 20994, INPA-H 20995,
INPA-H 20996, INPA-H 20997, INPA-H 20998, INPA-H 20999, INPA-H 21000, INPA-H
21001, INPA-H 21002, INPA-H 21003 (Reserva Adolpho Ducke), INPA-H 21451, INPA-H
21398, INPA-H 21821 (Reserva ZF2), INPA 1859 (Parque Estadual Rio Negro Setor Sul, rio
Cuieiras). Fémeas. INPA-H 20986; INPA-H 21217, INPA-H 20968 até INPA-H 21014
(Reserva Adolpho Ducke), INPA-H 30577, INPA-H 30575, INPA-H 30573, INPA-H 30572,
INPA-H 30576 (Presidente Figuereido), INPA-H 21442, INPA-H 21400 (Reserva ZF2),

Amazophrynella sp. “buriti”. Machos. MZUNAP 901 (Puerto Almendras) MZUNAP 908,
MZUNAP 924, MZUNAP 886, MZUNAP 900, MZUNAP 888, MZUNAP 919, MZUNAP 902,
MZUNAP 887 (Fundo Zamora) Fémeas. MZUNAP 906; MZUNAP 915; MZUNAP 110;
MZUNAP 907, MZUNAP 917, MZUNAP 889; MZUNAP 910; MZUNAP 911; MZUNAP
916; MZUNAP 913; MZUNAP 914 (Puerto Almendras), MZUNAP 905, MZUNAP 920 (fundo
zamora), MZUNAP 918, MZUNAP 909 (Nauta), MZUNAP 242 (Fundo UNAP).

Amazophrynella sp. “matses”. Machos. MZUNAP 921, MZUNAP 958, MZUNAP 922,
MZUNAP 923, MZUNAP 925, MZUNAP 926, MZUNAP 934, MZUNAP 955 MZUNAP 940,
MZUNAP 948 MZUNAP 943, MZUNAP 952, MZUNAP 953 (Nuevo salvador). Fémeas.
MZUNAP 927, MZUNAP 944, MZUNAP 938, MZUNAP 936 (Nuevo salvador), MZUNAP
928, MZUNAP 929, MZUNAP 930, MZUNAP 931, MZUNAP 933, MZUNAP 955, MZUNAP
935, MZUNAP 950, MZUNAP 937, MZUNAP 939, MZUNAP 941, MZUNAP 942, MZUNAP
946, MZUNAP 947, MZUNAP 949 (Jenaro herrera), MZUNAP 932, MZUNAP 945,
MZUNAP 950 (Requena)
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Anexo 2. Localidades, nimero do GeneBank e de Museu dos individuos utilizados para
a construcdo da arvore filogenético.

Espécie/Linhagem Localidade NUmero no Ndmero de
Genbank Museu
A. manaos Campus da UFAM, Brasil KF433954 INPA-H 6983
A. manaos Campus da UFAM, Brasil KF433955 INPA-H 6984
A. manaos Campus da UFAM, Brasil KF433956 INPA-H 6987
A. manaos Presidente Figueiredo, Brasil KF433957 INPA-H 30577
A. manaos Presidente Figueiredo, Brasil KF433958 INPA-H 30574
A. manaos Presidente Figueiredo, Brasil KF433959 INPA-H 30573
A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago | KF433970 INPA-H 28720
Jari, Brasil
A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago | KF433971 INPA-H 28722
Jari, Brasil
A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago | KF433972 INPA-H 28723
Jari, Brasil
A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago | KF433973 INPA-H 28716
Jari, Brasil
A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago | KF433974 INPA-H 28721
Jari, Brasil
A. minuta Taracug, Brasil INPA-H 32734
A. minuta Taracud, Brasil INPA-H 32735
A. bokermanni Rio Aripuand, margem esquerdo, JN867559
Brasil
A. bokermanni Rio Aripuand, margem direita, JN867560
Brasil
A. bokermanni Rio Abacaxis, Brasil JN867561
A. bokermanni Rio Abacaxis, Brasil JN867563
A. sp. “Guianas” Guianas francesas: Lac Toponowini | JN86754377 296MC
A. sp. “Guianas” Guianas francesas: Mitaraka JN867544 305 MC
A. aff. minuta Equador DQ158262 QCAZ 883
A. aff. minuta Lagarto Cocha, Peru AY 36000
A.sp. “buriti” linhagem | Fundo Zamora MZUNAP 916

A
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A.sp. “buriti” linhagem | Fundo Zamora MZUNAP 913
A

A.sp. “buriti” linhagem | Fundo Zamora MZUNAP 907
A

A.sp. “buriti” linhagem | Puerto Almendras MZUNAP 889
A

A.sp. “buriti” linhagem | Puerto Almendras MZUNAP 110
A

A.sp. “buriti” linhagem | Puerto Almendras MZUNAP 901
A

A.sp. “buriti” linhagem | Puerto Almendras MZUNAP 917
A

A.sp. “buriti” linhagem | Puerto Almendras MZUNAP 918
A

A.sp. “buriti” linhagem | Fundo Zamora MZUNAP 915
A

A.sp. “buriti” linhagem | Fundo Zamora MZUNAP 911
A

A.sp. “matses” linhagem | Fundo Zamora MZUNAP 944
D

A.sp. “matses” linhagem | Jenaro Herrera MZUNAP 948
D

A.sp. “matses” linhagem | Jenaro Herrera MZUNAP 921
D

A.sp. “matses” linhagem | Jenaro Herrera MZUNAP 925
D

A.sp. “matses” linhagem | Jenaro Herrera MZUNAP 920
D

A.sp. “matses” linhagem | Nuevo Salvador MZUNAP 923
D

A.sp. “matses” linhagem | Nuevo Salvador MZUNAP 940
D

A.sp. “matses” linhagem | Nuevo Salvador MZUNAP 953
D

A.sp. “matses” linhagem | Nuevo Salvador MZUNAP 926
D

A.sp. “matses” linhagem | Nuevo Salvador MZUNAP 927
D

A.sp. “matses” linhagem | Nuevo Salvador MZUNAP 934

D
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A.sp. “matseDs” linhagem | Nuevo Salvador MZUNAP 922

A.sp. “matses” linhagem | Jenaro Herrera MZUNAP 943
D

A.sp. “matses” linhagem | Jenaro Herrera MZUNAP 938
D

A.sp. “matses” linhagem | Jenaro Herrera MZUNAP 952

D
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Anexo 3. Artigo publicado na Zootaxa como parte do mestrado
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Abstract

Amazophrynella is a genus of the family Bufonidae, currently represented by three species. The type species of the genus,
Amazophrynella minuta, however, is a complex of species occurring throughout the Amazonian biome. This group re-
mains problematic taxonomically; the difficulty lays principally in the lack of diagnostic characters in the original descrip-
tion of A. minuta, the lack of molecular data and refined taxonomic comparison of individuals through its wide
distribution. We describe a new species of the genus Amazophrynella, distributed in the southwestern part of the Guiana
Shield of Brazil based on a series of morphological and molecular characters. The new species differs from others of the
genus by presenting a slightly truncated triangular snout, ventral texture covered by many fine granules, white belly cov-
ered with black spots and by fifteen molecular autapomorphies in the 16S rDNA fragment. Uncorrected p-distances of a
fragment of the 16S mitochondrial rDNA gene revealed high divergence among other Amazophrynella species (9%—14%).
Additionally we provide a new diagnosis of topotypic material of Amazophrynella minuta including molecular data. Our
results show the existence of a subestimated diversity in the genus Amazophrynella.

Key words: Amphibian, Anura, Bufonidae, Amazophrynella, Brazil

Resumo

Amazophrynella é um género da familia Bufonidae, atualmente representado por trés espécies. Amazophrynella minuta é
considerada como um complexo de espécies que se distribui por todo o bioma amazonico. Este grupo permanece taxo-
nomicamente problematico, sendo as principais dificuldades a auséncia de caracteres diagnosticos na descrigdo original
de A. minuta, a inexisténcia de dados moleculares e comparagdes taxondmicas detalhadas dos individuos, através de sua
extensa distribuicdo. Descrevemos uma nova espécie do género Amazophrynella, distribuida no sudoeste da regido do es-
cudo da Guiana baseados em caracteres morfoldgicos e moleculares. A nova espécie difere de outras do género por apre-
sentar um focinho triangular ligeiramente truncado, textura ventral coberto por muitos granulos finos, barriga branca
coberta por manchas pretas e quinze automorfias moleculares no fragmento do 16S rDNA. As distadncias ndo corrigidas
(p - distancias) no fragmento 16S rDNA revelaram uma alta divergéncia entre as outras espécies de Amazophrynella (9%—
14%). Adicionalmente providenciamos uma nova diagnose do material topotipico de Amazophrynella minuta, incluindo
dados moleculares. Nossos resultados mostram a existéncia de uma diversidade subestimada dentro do género Ama-
zophrynella.
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Resumen

Amazophrynella es un género perteneciente a la familia Bufonidae representada actualmente por tres especies. Ama-
zophrynella minuta es considerada como un complejo de especies que se distribuye por todo el bioma amazonico. Este
grupo permanece taxondmicamente problematico, siendo la principal dificultad la ausencia de los caracteres diagndsticos
en la descripcion original de A. minuta, inexistencia de los datos moleculares y comparaciones taxonoémicas refinadas a
lo largo de su amplia distribucion. Describimos una nueva especie del genero Amazophrynella, distribuida en la parte sur-
oeste de la region del escudo de Guyana basados en caracteres morfoldgicos y moleculares. La nueva especie difiere de
otras del genero por presentar una nariz triangular ligeramente truncada, textura ventral cubierto por muchos granulos fi-
nos, vientre blanco cubierto por manchas negras y quince automorfias moleculares en el gen 16S rDNA (9% —14%). Adi-
cionalmente proveemos una nueva diagnosis del material topotipico de Amazophrynella minuta, incluyendo datos
moleculares. Nuestros resultados indican la existencia de una diversidad subestimada dentro del genero Amazophrynella.

Introduction

Amazophrynella Fouquet, Recoder, Teixeira, Cassimiro, Amaro, Camacho, Damasceno, Carnaval, Moritz, &
Rodrigues 2012, is a genus of small, early diverging bufonid frogs (Pramuk et al., 2008; Bocxlaer et al., 2010). The
genus is currently represented by three nominal species: Amazophrynella minuta (Melin, 1941), A. bokermanni
(Izecksohn, 1993) and A4. vote Avila, Carvalho, Gordo, Kawashita & Morais, 2012 (Frost, 2013). All species of
Amazophrynella present a clear sexual size dimorphism, reproduce in seasonal puddles and share this characteristic
only with Dendrophryniscus leucomystax (1zecksohn, 1968). Their exclusive habitat is leaf litter and they have a
diurnal activity (Magnusson & Hero, 1991; Lima et al., 2006; Avila et al., 2012). Currently there are no studies
describing the bioacoustic patterns of any species of Amazophrynella.

Until 2012 species of the genus Amazophrynella were placed in the genus Dendrophryniscus. In 2012 Fouquet
et al. (2012a) recognized that species of Dendrophryniscus from the Amazon and Atlantic rainforest represent
morphologically and molecularly deeply divergent lineages, and thus the authors proposed a new genus:
Amazonella for the Amazonian species, but because this name was already occupied by a genus of Acari, the name
had to be changed to Amazophrynella (Fouquet et al., 2012b). The type species of the genus is Amazophrynella
minuta (Melin, 1941) described from the Taracud mission, on the right bank of the Uaupés River, near the Brazil-
Colombia-Venezuela border. Melin (1941) collected only six individuals, all part of the type series, which are
deposited in the Naturhistoriska Museet, Goteborg, Sweden (NHMG). Possibly due to lack of material other than
the type series, and a relatively generalized diagnosis of the species, the name Amazophrynella minuta has been
used for individuals from many different populations sampled throughout the Amazonian biome (e.g. Duellman,
1978; Zimmerman & Rodrigues, 1990; Magnusson & Hero,1991; Rodrigues & Duellman,1993; Lima et al., 2006;
Fouquet er al., 2012a). However, it is unlikely that many or all of these publications refer to the true A. minuta;
what is referred to as A. minuta in the literature likely represents a complex of species (Fouquet ef al., 2012a).

Herein, we describe a new species of the Amazophrynella minuta species complex using molecular and
morphological data. The species is described from municipality of Manaus, state of Amazonas, Brazil. We also
rediagnose Amazophrynella minuta based on newly collected specimens from its type locality.

Material and methods

We analyzed 57 specimens identified as Amazophrynella minuta (Melin, 1941) originating from six localities near
Manaus, Brazil deposited in the Collection of Amphibians and Reptiles of the Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia—INPA (INPA-H). This material was compared with twenty specimens (fourteen males and six females,
see appendix 1) of recently collected 4. minuta from the type locality (Taracua mission, on the right bank of the
Uaupés River, municipality of Sdo Gabriel da Cachoeira, Brazil). Further comparisons were made with
photographed material of the two syntypes deposited in the Naturhistoriska Museet, Géteborg, Sweden (NHMG),
and the original description of the species (Melin, 1941).

In addition to this material we analyzed five specimens of Amazophrynella bokermanni (1zecksohn, 1993)
from near the type locality deposited in the Collection of Amphibians and Reptiles of the Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazdnia—INPA, Manaus, Amazonas, Brazil (INPA-H), the holotype of Amazophrynella vote
Avila, Carvalho, Gordo, Kawashita & Morais 2012, deposited in the Colecdo Zoologica de Vertebrados of the
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Universidade Federal de Mato Grosso—UFMT, Cuiaba, Mato Grosso, Brazil (UFMT-A) and seventeen A. vote
paratypes deposited in the Collection of Amphibians and Reptiles of the Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia—INPA, Manaus, Amazonas, Brazil (INPA-H). List of specimens examined is found in Appendix 1.

Measurements were obtained with Mitotuyo® digital calliper (0.1 mm precision) with an ocular micrometer in
a Zeiss stereomicroscope. Measurements were: snout-vent length (SVL); head length (HL); head width (HW),
upper eyelid width (UEW); eye diameter (ED); snout length (SL); eye to nostril distance (END); internarinal
distance (IND); interorbital distance (I0D); hand length (HAL); upper arm length (UAL); thigh length (THL);
tibial length (TL); tarsal length (TAL) and foot length (FL) following Cruz & Fussinato (2008). Sex was
determined based on gonadal analysis.

Total DNA was extracted from muscle tissue using standard phenol/chloroform extraction (Sambrook et al.,
1989). A 480 bp fragment of the 16S rDNA was PCR amplified using the 16Sar and 16Sbr primers (Palumbi,
1996). Amplification was carried out under the following conditions: 60 s hot start at 92°C followed by 35 cycles
0f 92°C (60 sec), 50°C (50 sec) and 72°C (1.5 min). Final volume of the PCR reaction was 12 pL. and contained 4.4
pL ddH,O, 1.5 pL of 25 mM MgCl,, 1.25 pL of 10 mM dNTPs (2.5mM each dNTP), 1.25 pL of 10x buffer (75
mM Tris HCI, 50 mM KCI, 20 mM (NH,),SO,), 1 uL of each 2 uM primer, 0.3 pL of 5 U/pL DNA Taq Polymerase
(Biotools, Spain) and 1 pL. of DNA (about 30 ng/pL). Sequencing reactions were carried out according to the
manufacturer's recommendation for the ABI BigDye Terminator cycle sequencing mix, using 16Sa and an
annealing temperature of 50°C. Sequencing reactions were precipitated using standard EDTA/EtOH protocol, and
resolved in an ABI 3130x] automatic sequencer.

We obtained 16S rDNA sequence data from sixteen specimens of the new species (Genbank numbers:
KF433954-69), including three topotypes and nine additional paratypes as well as five paratypes of 4. vote
(Genbank numbers: KF433970-74), two specimens of A. bokermanni (Genbank numbers: KF433975-76) and two
specimens of A. minuta from its type locality (Genbank numbers: KF792834-35) (Table 1) deposited in the tissue
collection of the Laboratério de Evolugdo e Genética Animal of the Universidade Federal do Amazonas (CTGA-
ICB/UFAM). The dataset also included three sequences of A. bokermanni (Genbank numbers: JN867559,
IN867561, IN867563) from Fouquet er al. (2012a) and three sequences of A. aff. minuta (Genbank numbers:
AY326000, DQ158420, EU201057) from Darst and Canatella (2004), Pramuk (2006) and Fouquet et al. (2007).
Sequences were aligned using the Clustal W algorithm (Thompson et al., 1996) implemented in BioEdit (Hall,
1999) and alignment was adjusted as necessary against the secondary structure of the 16S rDNA. A second dataset
was constructed via inclusion of sequences of three specimens of the new species and A. vote, and two specimens
of A. bokermanni and A. minuta from its type locality, in the aligned dataset of Fouquet er al. (2012a) kindly
provided by A. Fouquet. New sequences were aligned manually to conform to the existing 16S rDNA alignment
used in Fouquet ef al. (2012a).

Evolutionary lineages are diagnosed by discontinuities in character variation among lineages, and correspond
to phylogenetic species. The existence of lineages is therefore a necessary and sufficient prerequisite for inferring
the existence of a species under the different conceptualizations of the Phylogenetic Species Concept (PSC)
(Cracraft, 1983; Baum & Donoghue, 1995). The existence of lineages in a non tree-based context (Cracraft, 1983)
was inferred using Population Aggregation Analysis performed at the level of an individual (Davis & Nixon, 1992;
Rach et al., 2008) using the first dataset (dmazophrynella species only). The existence of lineages in a phylogenetic
tree-based context (Baum & Donoghue, 1995) was performed using Maximum Likelihood analysis (Felsenstein,
1981) in the program Treefinder (Jobb, 2008) using the GTR+I+G model of substitution, selected via Akaike
information criterion as implemented in Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 1998). Phylogenetic support was
assessed via non-parametric bootstrap (Felsenstein, 1985). Additionally uncorrected pairwise genetic distances
between species of Amazophrynella (first dataset) were calculated in MEGA 5.05 (Tamura et al., 2007).

TABLE 1. Individuals used in the molecular analyses. Information includes classification (sample), collecting locality
(locality), genbank acession number for the 16S rDNA fragment (Genbank acession number), INPA-H voucher number
(museum number), whether individual is a topotype or is part of a type series (specimen status).

Sample Locality Genbank Museum number Specimen
accession number (INPA-H) status

A. manaos Campus of UFAM, Manaus, Amazonas, Brazil KF433954 6983 paratopotype

A. manaos Campus of UFAM, Manaus, Amazonas, Brazil KF433955 6984 paratopotype

...continued on the next page
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TABLE 1. (Continued)

Sample Locality Genbank Museum number Specimen
accession number (INPA-H) status

A. manaos Campus of UFAM, Manaus, Amazonas, Brazil KF433956 6987 paratopotype

A. manaos Fazenda of UFAM, Manaus, Amazonas, Brazil KF433957 7797

A. manaos Fazenda of UFAM, Manaus, Amazonas, Brazil KF433958 7798

A. manaos Presidente Figueiredo, Amazonas,Brazil KF433959 30577 paratype

A. manaos Presidente Figueiredo,Amazonas, Brazil KF433960 30576 paratype

A. manaos Presidente Figueiredo, Amazonas,Brazil KF433961 30573 paratype

A. manaos Presidente Figueiredo, Amazonas,Brazil KF433962 30571

A. manaos Presidente Figueiredo, Amazonas,Brazil KF433963 30575 paratype

A. manaos Mineragéo Taboca, Presidente Figueiredo KF433964 29566
municipality, Amazonas , Brazil

A. manaos Mineragdo Taboca, Presidente Figueiredo KF433965 29567
municipality, Amazonas , Brazil

A. manaos Mineragdo Taboca, Presidente Figueiredo KF433966 29568 paratype
municipality, Amazonas , Brazil

A. manaos Mineragdo Taboca, Presidente Figueiredo KF433967 29569 paratype
municipality, Amazonas , Brazil

A. manaos Mineragéo Taboca, Presidente Figueiredo KF433968 29570 paratype
municipality, Amazonas , Brazil

A. manaos Parque Estadual Rio Negro Setor Sul, rio Cuieiras, KF433969 1859 paratype
Amazonas, Brazil

A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago Jari, Amazonas, = KF433970 28720 paratype
Brazil

A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago Jari, Amazonas, = KF433971 28722 paratype
Brazil

A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago Jari, Amazonas, = KF433972 28723 paratype
Brazil

A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago Jari, Amazonas, = KF433973 28716 paratype
Brazil

A. vote Parque Nacional Nascentes do Lago Jari, Amazonas, = KF433974 28721 paratype
Brazil

A. bokermanni Juruti, Para, Brazil KF433975 31864

A. bokermanni Juruti, Para, Brazil KF433976 31861

A. minuta Taracua, Amazonas, Brazil KF792834 32729 topotype

A. minuta Taracua, Amazonas, Brazil KF792835 32730 topotype

Results

Amazophrynella manaos sp. nov.
(Figure 1)

Dendrophryniscus minutus (McDiarmid, 1971; Zimmerman & Rodrigues, 1990; Magnusson & Hero, 1991; Lima et al., 2006)
Amaczonella minuta (Fouquet et al., 2012a)
Amazophrynella minuta (Fouquet et al., 2012b)

Holotype. INPA-H 31866, adult male, collected in forest remnants of the campus of the Universidade Federal do
Amazonas—UFAM (03° 05' 56"S, 59°58' 09" W), municipality of Manaus, Amazonas State, by Vinicius Tadeu de
Carvalho and Rommel Roberto Rojas, on June 26, 2012 at 16:35 h.

Paratypes. INPA-H 29568, INPA-H 29571, INPA-H 29570, INPA-H 29572, INPA-H 29569 (adult males),
collected in Mineragdo Taboca (0° 42' 59" S, 60° 10' 24" W), municipality of Presidente Figueiredo, Amazonas
State, by Vinicius Tadeu de Carvalho, on December 17, 2011; INPA-H 6983, INPA-H 6984, INPA-H 6987(adult
males), collected on the campus of the Universidade Federal do Amazonas—UFAM (03° 05' 37" S, 59° 58' 26"
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W), Amazonas State, by Ana Cristina de Oliveira Cordeiro, on February 10, 2010; INPA-H 20986; INPA-H 21217
(adult females), INPA-H 21028, INPA-H 21170, INPA-H 21060 (adult males), collected in the Reserva Florestal
Adolpho Ducke (02° 55' 37" S, 59° 58' 14" W), by Albertina P. Lima, in December 1992; INPA-H 30577, INPA-H
30575, INPA-H 30573, INPA-H 30572, INPA-H 30576 (adult females), collected at the municipality of Presidente
Figueiredo (01° 56' 20" S, 60° 02' 14" W), Amazonas State, by André Luiz Ferreira da Silva, on January 5, 2012;
INPA-H 21442, INPA-H 21400 (adult females), INPA-H 21451, INPA-H 21398, INPA-H 21821 (adult males),
collected at Reserve ZF-2 (02°35' 20"S, 60°06' 55" W), municipality of Presidente Figueiredo, Amazonas State, by
Albertina P. Lima, in December 1997; INPA-H 1859 (adult male), collected at Parque Estadual Rio Negro Setor
Sul, Cuieiras River (02° 43' 27" S, 60° 24' 22" W), municipality of Manaus, Amazonas State, by Vinicius Tadeu de
Carvalho and Lucéia Bonora, on January 10, 2007.

FIGURE 1. Holotype of Amazophrynella manaos sp. nov. (INPA-H 31866): A) Dorsal view, B) Ventral view, C) Dorsal view
of head, D) Ventral view of head, E) Ventral view of the right foot, F) Ventral view of right hand.
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Diagnosis. The new species is assigned to the genus Amazophrynella by the combination of the following
generic characters: small size, depressed body, eardrum and parotid glands not visible, presence of granulate
bodies, presence of subarticular tubercles on hands, elongated snout, and via phylogenetically nested position
within the genus Amazophrynella. The new species is characterized by: 1) triangular snout with a slightly truncate
culmination (in ventral view); 2) ventral surface covered with high density fine granules; 3) white abdomen; 4)
black patches or stripes on the abdomen; 5) fifteen molecular autapomorphies in the 16S rDNA (Table 2).
Divergence from its nominal sister taxon is 9%.

TABLE 2. Species level diagnostic characters observed in the 16S rDNA gene of Amazophrynella manaos sp. nov. and
other species of Amazophrynella. First line indicates position of the character within the 16S rDNA gene (Xenopus laevis
16S rDNA gene was used as reference). (-) indicates a deletion.

Position (pb) 308 340 346 370 443 446 452 455 467 478 522 530 537 558 583
A. manaos c A T A G C C T cC G T T G C A
A. vote T C C C A T A A T A C A A A G
A. minuta T C C T A T A A T A C G A A G
A. bokermanni T C C G T T - A T A C G A T G

Molecular phylogeny and genetic distance. Phylogenetic analysis of nominal and hypothetical taxa of the
genus Amazophrynella indicates the existence of six lineages (Figure 2). Basal divergence is between the clade
composed of an undescribed Amazophrynella species from western Amazdnia and A. minuta specimens sampled
from the type locality, and a clade comprising all other species and lineages. The A. minuta + A. aff. minuta
“western Amazonia” clade is supported by 97% bootstrap value while the other clade is supported by 80%
bootstrap value. The new species, 4. manaos is sister to a possibly a new species of Amazophrynella from the
Guiana Shield (bootstrap support 70%) and both are sister to A. bokermanni (bootstrap support 75%). The recently
described A. vote (italicize) is sister to 4. bokemanni + (A. manaos + A. sp. “Guianas”) with a bootstrap support of
80%. Smallest uncorrected 16S rDNA p-distances (4%) was observed between 4. manaos sp. nov. and 4. sp.
“Guianas”. Greatest intrageneric distance (14%) was observed between 4. manaos sp. nov. and 4. minuta, and A.
sp. “Guianas” and A. minuta (see Table 3).

TABLE 3. Uncorrected p-distances among Amazophrynella species and the sister genus Dendrophryniscus. Molecular
distances are based on the 480 bp fragment the 16S rDNA. Included are 4. minuta from its type locality and hypothetical
species Amazophrynella sp. “Guianas” and A. aff. minuta “western Amazonia” from Fouquet ef al. (2012a); both species
pertain to the A. minuta species complex.

16S rDNA 1 2 3 4 5 6 7 8

1 A. sp. "Guianas" - - - - - - - -

2 A. aff. minuta "western Amazonian"  0.13 - - - - - - -

3 D. brevipollicatus 0.21 0.19 - - - - - -
4 D. berthalutzae 0.20 0.16 0.08 - - - - -
5 D. krasuae 0.19 0.16 0.08 0.00 - - - -
6 A. manaos 0.04 0.12 0.20 0.18 0.18 - - -
7 A. vote 0.12 0.12 0.20 0.19 0.19 0.11 - -
8 A. minuta 0.14 0.04 0.20 0.16 0.16 0.14 0.11 -
9 A. bokermanni 0.10 0.13 0.19 0.19 0.19 0.09 0.12 0.13

Characterization of topotypic material of Amazophrynella minuta. Topotypic material of 4. minuta was
collected in mission Taracud, right bank of the middle Uaupés River in the last week of August 2013. Adult males
measured 13.5 + 0.57 mm (12.4-14.2 mm), females 17.5 + 0.61 mm (17.1-18.9 mm) in snout vent length. The
specimens (Figure 3) were characterized by a pointed head (in ventral view); pointed snout (in lateral view);
roughly granular dorsal and ventral skin; a scattering of abundant pointed spicules on the body; big warts on the
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dorso-lateral region; dark gray brown throat and chest; intense yellow-orange coloration of the abdomen; and by
irregular black blotches or ocelli on the abdomen. Fingers are unwebbed. Formula of the fingers: I<II<IV<IIL. Tips
of the fingers are unexpanded. Webbing on the base of the foot. Formula of the toe: I<II<III<V<IV. Tips of the toes

are unexpanded.
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FIGURE 2. Phylogenetic relationship of Amazophrynella species inferred using the maximum-likelihood criterion. Analysis
was performed with 480 bp of 16S rDNA under the GTR+I+G model of molecular evolution. Branch support values are based

on 1000 bootstrap pseudoreplicates..
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FIGURE 3. Specimens of Amazophrynella minuta from Taracua mission, Uaupés River, municipality of Sdo Gabriel da
Cachoeira, Amazonas, Brazil (INPA-H 32727 and INPA-H 32735).

Comparisons with other species. The new species can be differentiated from the three other nominal species
of Amazophrynella by the following characters (characters of compared species in parentheses): a) from 4. minuta
(Melin, 1941) by the triangular snout with a slightly truncate culmination (snout pointed), absence of spiny
tubercles on dorsum (prickly warty skin on dorsum), skin of axillary region and forearm finely granular (rough
granular skin on forearm and axillary region, especially on the neck ), venter white with black spots and dark-
brown chest in life (venter bright reddish-orange, with small black blotches and throat light brown) (Figure 4A-C
and Figure 5A, Table 4); b) from 4. bokermanni (1zecksohn,1993), by finger | shorter than finger II (finger I longer
than finger 1), smaller SVL, with males reaching 15.8 mm and females 24.7 mm (maximum SVL of males and
females 22 mm and 28 mm, respectively) (Figure 4G—I, Figure 5B); and c) from A. vote Avila, Carvalho, Gordo,
Kawashita & Morais, 2012, by snout triangular with a slight culmination (rounded), slightly smaller SVL in males
(14.7-15.8 mm vs. 16.4 mm—Auvila er al., 2012), and white abdomen with black spots or stripes and blackish to
dark-brown chest and throat in life (abdomen reddish-brown with small white dots and brown spots) and subrostral
crest converging anteriorly (subrostral crest not converging anteriorly) (Figure 4D—F, Figure 5C).
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FIGURE 4. Some diagnostically morphological and color characters between the species of Amazophrynella (in life), type of
snout (A,D,GJ); texture of the dorsal surface (B,E,H,K) and texture of ventral surface (C,F,I,L) of A—C) 4. minuta (INPA-H
312725); D-F) A. manaos sp. nov. (unvoucher specimens); G—I) A. bokermanni (INPA-H 31863); J-L) 4. vote (INPA-H
31870).

Description of the holotype. Small species; body slender; head longer than wide; head triangular; head length
36% SVL; upper eyelids close to 60% of interorbital distance; snout elongate; snout profile slightly truncated in
lateral view; eyes prominent, 31% of head width; nostril is closer to the tip of the snout than to the eyes;
tympanums not visible; parotid gland absent. Body covered by abundant rounded granules; texture of dorsal skin
granular; abundant granules grouped in the axillar region; texture of the ventral skin granular. Forelimbs slender;
upper arm covered by tiny conical tubercles. Fingers unwebbed; formula of the fingers: I<II<IV<III; palmar
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tubercle rounded; supernumerary tubercle ovoid: one in finger I, two in the Il and IV and three in the I11; tip of the
fingers unexpanded. Hind limbs slender; femur length 52% of SVL; conical tiny granules present on the thigh and
tibia; tarsus length approximately 30% of SVL; foot length 68% of thigh length; webbing at the base of toes;
formula of the toes: I<II<III<V<IV; elliptical inner metatarsal tubercle present; subarticular tubercles rounded and
distinct, nearly the same size as fingertips: two in toe I, Il and V , three in the Il and IV; tiny triangular spines along
rear edge of feet; tips of the toes unexpanded.

TABLE 4. Comparison of morphological and color characters of the Amazophrynella (Fouquet et al., 2012a)species. For
all species original descriptions and direct examination of specimens was used. We used adults specimens from all the
species.

Species A. manaos A. bokermanni A. vote A. minuta
Source This study Izecksohn, 1993 + Avila et al, 2012 + Melin, 1941 + material
material studied material studied studied

Males SVL in mm, 15.0+0.6 22.0+3.7 164+1.3 13.6+0.8

mean £ SD (range) (14.0-15.8) (16.4-27.7) (15.2-19.3) (12.3-15.8)

Females SVL inmm, 20.6+1.8 20.1+4.7 22.7+1.6 17.9+£0.6

mean + SD (range) (15.9-24.7) (19.4-30.6) (21.4-25.7) (17.9-18.9)

Dorsal skin texture Fine granules, medium  Fine granules, Fine granules, low Rough granules, high
density medium density density density

Ventral skin texture Fine granules, high Fine granules, Fine granules, medium Rough granules, high
density medium density density density

Ventral coloration White with black White with black Red-brown with white Yellow-orange with
blotches spots dots brown blotches

Snout profile Slightly truncated Pointed Rounded Pointed

Relative size finger I  I<II >l I<II I<II

and I1

Gular region Blackish to dark-brown  Grayish-brown Brown Light-brown

Measurement of the holotype (in mm). SVL: 13.9; HL: 5.1; HW: 4.1; EW: 1.1; ED: 1.3; SL: 2.3; END: 1.4;
IND: 1.0; IOD: 1.8; HAL: 3.0; UAL: 4.1; THL: 7.2; TL: 6.9; TAL: 4.4 and FL: 4.9.

Coloration of the holotype. In life, dorsal color pattern of the holotype dark-brown with transversal black and
light-brown bars, more evident on limbs; thin cream medial line extending from head to cloaca, a white
longitudinal stripe on upper jaw extending from nostril to forearm; arms white ventrally; throat and chest region
blackish; belly white with large black spots, thighs and tibiae predominantly grey ventrally with few small black
dots; palms and soles reddish (Figure 5D). Coloration of preserved specimens is nearly identical to that described
in life but black spots on the belly are less evident.

Variation. Variation exists among individuals within the same locality as well as between localities. In some
individuals the coloration of the throat extends onto the chest and the belly has few black spots; other specimens
show a ventral pattern of black stripes that extend dorsally to the upper part of the lateral region. Juveniles have a
less pronounced pattern on the belly, with few black spots. Individuals from some localities have a thin clear brown
line that extends from the rostrum to the cloaca along the central dorsum (Figure 6).

Distribution and natural history. Amazophrynella manaos sp. mnov. is distributed throughout the
southwestern part of the Brazilian Guiana region. It was collected in eight localities in the state of Amazonas,
Brazil: Mineracdo Taboca, Campus of the Universidade Federal do Amazonas, Reserva Florestal Adolpho Ducke,
Presidente Figueiredo, Reserva ZF-2 , REBIO Uatuma, RDS Uatuma and Parque Estadual Rio Negro Setor Sul,
Cuieiras River. To the south and west its distribution is likely to be delimited by the Amazon and Negro Rivers,
respectively. It thus appears to be restricted to the south-central portion of the Guiana Shield (Figure 7). It occurs in
primary forests and forest fragments, and is found in leaf litter—often fallen fronds of the buriti palm (Mauritia
flexuosa)—generally close to creeks. The species is diurnal, is clearly sexually dimophic in size (Figure 9, Table 5,
online supplement 1) with females being distinctly larger than males. The amplexus is cephalic (Figure 9).
Reproductive period is from November to April (Magnusson & Hero, 1991).
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FIGURE 5. Dorsal and ventral view of male specimens of: A) Topotype of Amazophrynella minuta,Taracua, Brazil (INPA-H
32732); B) Amazophrynella bokermanni, Juruti, State of Para, Brazil (INPA-H 31861); C) Amazophrynella vote, Parque
Estadual do Matupiri, State of Amazonas, Brazil (INPA-H 31870); D) Holotype of Amazophrynella manaos sp. nov. campus of
the Universidade Federal do Amazonas-UFAM, State of Amazonas, Brazil (INPA-H 31866).
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FIGURE 6. Patterns of variation in Amazophrynella manaos sp. nov., dorsal and ventral views.

Etymology. We name the species in honor of the Manaos Amerindian tribe that inhabited the region of the
present day city of Manaus, Amazonas, Brazil, where the species is distributed.
Discussion

Amazophrynella minuta (Melin, 1941) was described as Atelopus minutus. Since the original description, all
Amazophrynella specimens collected throughout the Amazonian biome including the Meta River llanos of
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Colombia (Frost, 2013), were treated as the taxon described by Melin (1941) (see Duellman, 1978; Rodriguez &
Duellman, 1994; Duellman & Mendelson, 1995; Lima et al., 2006).

In 1993, Izecksohn recognized that populations from the eastern Amazon basin represent a different species,
Dendrophyniscus bokermanni. More recently Fouquet er al. (2012a) recognized that species of Dendrophyniscus
from the Amazon and Atlantic rainforest form deeply divergent, reciprocally monophyletic groups, and thus based
on this observation and shared derived morphological characteristics of these two lineages, the authors proposed a
new genus Amazophrynella for the Amazonia species. In the same year, Avila et al. (2012) described a new
species, Amazophrynella vote, from the upper Purus, Madeira and Tapajds River basins in state of Mato Grosso and
the southern portion of the state of Amazonas, Brazil.

TABLE 5. Measurements (mm) of adult male specimens (including the holotype) and adult females in the type series
Amazophrynella manaos sp. nov. Mean + standard deviation, ranges are in parentheses. Abbreviations are defined in
Methods.

Character Males (n=29) Females (n=28)
SVL 15.0 £ 0.6 (14.0-15.8) 20.6 + 1.8 (15.9-24.7)
HW 45+0.3(4249) 5.6+ 0.6 (4.8-6.9)
HL 55+0.3(5.1-6.4) 6.8+0.5(5.3-7.5)
SL 2.7+0.1(2.4-2.7) 3.1£0.4(2.1-3.6)
EW 1.2+0.1 (1.0-1.3) 1.4+0.2 (1.5-2.1)
ED 1.5+ 0.1 (1.3-1.7) 1.7+ 0.2 (1.8-2.3)
10D 2.0+0.1(1.8-2.3) 2.5+0.2(1.8-2.9)
IND 1.2+0.1(1.1-1.6) 1.9+0.1(1.6-2.2)
END 2.0+0.4(1.0-24) 2.6+0.4(1.7-2.8)
HAL 3.1+0.3(2.4-3.7) 42+0.5(3.24.8)
UAL 4.0+0.4(3.24.8) 53+0.4(4.2-59)
THL 7.2+ 0.6 (6.3-10.5) 102+ 0.9 (6.1-11.9)
TL 6.8+ 0.7 (5.3-8.1) 10.2+0.7 (6.3-11.8)
TAL 59+0.5(5.4-7.3) 6.5+0.6 (5.5-7.5)
FL 7.4+0.7 (6.6-8.8) 7.5+0.6 (5.3-8.9)

Amazophrynella manaos sp. nov. is one more species that was mistakenly called 4. minuta, despite clear
morphological differences (see Table 4). Amazophrynella manaos sp. nov. is diagnosable by at least four
morphological and phenotypic characters, and by 15 molecular apomorphies in the 16S rDNA fragment which has
become standard in analyses of amphibian biodiversity (Vences et al., 2005). The phylogenetic analysis of the said
16S rDNA fragment also clearly support the sister taxon relationship of Amazophrynella manaos sp. nov. and
Amazophrynella bokermanni, and its nested position within the genus Amazophrynella. The species status is
further supported by a 9% uncorrected p-divergence from its nominal sister taxon (4. bokermanni), a divergence
normally associated with interspecific divergences (Vences et al., 2005; Fouquet et al. 2007).

Amazophrynella minuta its only know from its type locality and from the vicinity of the city of Sdo Gabriel da
Cachoeria, approximately 110 km south-east of the type locality (observation of RRRZ and VTC). It is possible its
distribution comprises the upper rio Negro basin, west of Santa Isabel do Rio Negro. The inclusion of additional
localities in the rio Negro basin, and the compilation of additional lines of evidence (e.g. vocalizations, osteology
and DNA sequence data) could better delimit the distribution of this species, making the identification more
accurate.

The presented phylogenetic analysis together with uncorrected p-divergence estimates among lineages suggest
the existence of additional taxa that previously have been referred to as Amazophrynella minuta or were considered
part of the Amazophrynella spp. complex (sensu Fouquet ef al, 2012a). Given that species are lineages with
independent evolutionary trajectories (de Queiroz, 2007), these lineages will represent species. However, one of
the lineages, for example the geographically close Amazophrynella aff. minuta “western Amazonian” (sensu
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Fouquet et al. 2012a) may be A. minuta. Without a detailed morphological analysis of representative individuals
from the western Amazon and other lineages it is difficult to speculate if the western Amazon and other lineages
are new nominal taxa.
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FIGURE 7. Geographical distribution of Amazophrynella manaos sp. nov. triangle marks the type locality and circles
localities of paratypes. Star marks the type locality of A. minuta.
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FIGURE 8. Type habitat of Amazophrynella manaos sp. nov. within a primary forest showing small temporary ponds near
fallen logs used by the species.

FIGURE 9. Amplexus of Amazophrynella manaos sp. nov. (unvouchered specimens).
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APPENDIX 1. Specimens examined.

Amazophrynella bokermanni—INPA-H 31861, INPA-H 31864, INPA-H 31863, INPA-H 31862, INPA-H 31865, municipality
of Juruti, Par4 State, Brazil (50 km from type locality).

Amazophrynella vote— INPA-H 12256, 12331, 12255, 12342, 12343, 12366, 12267, Cachoerinha, Madeira River, municipality
of Manicoré, INPA-H 12326, Lago do Agai, Aripuand River, municipality of Novo Aripuand, INPA-H 21558, Parque
Estadual do Guariba, municipality of Manicoré, INPA-H 27412, 27417-27419, 27421-27423, 27425-27426, Parque
Nacional Nascentes do Lago Jari, Tapaud municipality, Amazonas State, Brazil. UFMT-A 11138, Fazenda Sdo Nicolau,
municipality of Cotriguagu, Mato Grosso State, Brazil.

Amazophrynella minuta—INPA-H 32725, INPA-H 32723, INPA-H 32729, INPA-H32730, INPA-H32736, INPA-H32731
(females) and INPA-H 32724, INPA-H32728, INPA-H 32733, INPA-H 32735, INPA-H 32722, INPA-H 32738, INPA-H
32737, INPA-H 32739. INPA-H 32720, INPA-H 32732, INPA-H 32726, INPA-H 32730, INPA-H 32740, INPA-H 32734,
INPA-H 32721 (males), Taracua, right bank of the Uaupés River, Amazonas State, Brazil.

ONLINE SUPPLEMENT 1. Raw measurements of the 57 individuals of Amazophrynella manaos sp. nov. examined in this
study.
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