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RESUMO

A integracdo de diferentes fontes de informacéo ¢é atualmente reconhecida como a abordagem
mais eficiente para investigar questfes sistematicas, uma vez que busca representar a
complexidade bioldgica baseada em linhas de evidéncias independentes e complementares.
Microcaecilia taylori é um anfibio da ordem Gymnophiona que foi descrito, em 1979, com base
em trés exemplares do Suriname sem aneis secundarios. Apds 30 anos, a espécie foi registrada
para o sudeste do Para, Brasil. Estes novos exemplares apresentaram uma ampla variacdo no
namero de anéis secundarios (0 a 21) e assim a diagnose da espécie foi modificada. Neste
estudo, o objetivo foi caracterizar a diversidade molecular e morfologica de Microcaecilia
taylori do sudeste do Para, nos municipios de Parauapebas e Marab4, Brasil. Na abordagem
molecular, fragmentos de dois genes mitocondriais (cytb e ND4) foram analisados para 127
espécimes visando elucidar suas linhagens evolutivas, diversidade e estruturacdo genética. Na
abordagem morfoldgica, 18 caracteres morfométricos e nove meristicos de 67 espécimes
representando as linhagens evolutivas reveladas pela abordagem molecular foram examinados
e Analises de Componentes Principais (PCA) para os dados meristicos e morfométricos
separadamente foram conduzidas a fim de revelar a existéncia de Morfogrupos dentro da
amostragem. Evidéncias moleculares e morfolégicas revelaram que M. taylori de Parauapebas
e Maraba trata-se, na verdade, de um complexo de espécies. A analise bayesiana e a rede de
haplo6tipos recuperaram dois Clados e Haplogrupos (A e B) (cytb: FCT = 0,97, distancia
genética = 17%; ND4: FCT = 0,98, distancia genética = 19,8%). Em congruéncia, a PCA
recuperou dois Morfogrupos (A e B) no espaco meristico, 0s quais sao facilmente distinguiveis
pelo caradter “anéis secundarios”: ausente no Morfogrupo A e variando entre 10 e 21 no
Morfogrupo B. Desse modo, apoiados em uma taxonomia integrativa por congruéncia uma
nova espécie é descrita (Clado B; Microcaecilia sp. nov.) e o carater diagnostico de M. taylori
(representada pelo Clado A) retorna a ser a auséncia de anéis secundarios.

Palavras-chaves: Taxonomia integrativa. Complexo de espécies. Nova espécie. Cecilia.



ABSTRACT

The integration of different lines of evidences is currently recognized as the most efficient
approach to investigate systematic questions because it looks for to represent biological
complexity based on independent and complementary datasets. Microcaecilia taylori is an
amphibian of the Gymnophiona order described in 1979 based on three specimens from
Suriname without secondary body annuli. After 30 years, the species was found in the southeast
of Pard, Brazil. These new specimens showed a significant variation in the number of secondary
body annuli (0 to 21) and thus the diagnosis of the species was modified to accommodate this
variation. In this study, the aim was to characterize the molecular and morphological diversity
of Microcaecilia taylori from the municipalities of Parauapebas and Maraba, in the southeast
Paréa State, Brazil. In the molecular approach, fragments of two mitochondrial genes (cytb and
ND4) were analyzed from 127 specimens in order to elucidate their evolutionary lineages,
diversity and genetic structure. In the morphological approach, 22 morphometric and nine
meristic characters of 67 specimens representing the evolutionary lineages revealed by the
molecular dataset were examined and two independent Principal Component Analysis (PCA)
(meristic/morphometric) were conducted to investigate the presence of distinctive
morphological groups. Molecular and morphological evidences have revealed that M. taylori
from Parauapebas and Maraba is actually a species complex. The Bayesian analysis and the
haplotype network recovered two Clades and Haplogroups (A and B) (cytb: FCT =0.97, p =
0.00, genetic distance = 17%; ND4: FCT = 0.98, p = 0.00, genetic distance = 19.8%). In
congruence, the PCA recovered two Morphogroups (A and B) in the meristic space, which are
easily distinguishable by the character “secondary annuli": absent in Morphogroup A and
ranging from 10 to 21 in Morphogroup B. In this way, based on an integrative taxonomy by
congruence a new species is described (Clade B, Microcaecilia sp. nov.) and the diagnostic
character of M. taylori (represented by Clade A) returns to be the absence of secondary body

annuli.

Key words: Integrative taxonomy. Species complex. New species. Caecilians.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico da taxonomia

Carl von Linné (ou, em portugués, Carlos Lineu, conhecido como o pai da taxonomia)
foi o naturalista que deu origem formal a sistematica por meio do seu sistema binominal de
nomenclatura (Rodrigues et al., 2011). Visando uma melhor compreensdo da natureza, em
1735, Lineu langou seu livro Systema Naturae, onde prop6s o seu sistema de classificacéo
dividindo a Natureza em trés reinos: Animalia, Vegetalia e Mineralia. Porém, foi apenas com a
décima edicdo do Systema Naturae, em 1758, que se iniciou a aplicacdo geral da nomenclatura
binomial zooldgica, onde cada organismo seria conhecido por apenas dois nomes, facilitando,
desse modo, a identificacdo e o reconhecimento universal das espécies. Ainda hoje, a
nomenclatura binomial é utilizada e as normas para a denominacéo cientifica dos seres vivos
foram firmadas posteriormente no | Congresso Internacional de Nomenclatura Cientifica, em
1898 (de Araujo et al., 2006).

Desde o advento da nomenclatura linneana, a cerca de 250 anos, 0s taxonomistas tém
descrito e nomeado mais de 1,2 milhGes de espécies de eucariotos (Mora et al., 2011). Embora
seja um numero aparentemente elevado aos olhos leigos, desde a década de 90, muitos
pesquisadores vém sugerindo que, na realidade, a maioria das espécies existentes permanecem
desconhecidas (Erwin, 1982; Costello et al., 2013) e que, provavelmente, serdo extintas antes
mesmo de termos a oportunidade de descrevé-las (Leakey e Lewin, 1995; Pimm et al., 2006;
Barnosky et al., 2011). Em uma recente estimativa do nimero de espécies existentes no mundo,
Mora et al. (2011) sugerem que esses 1,2 milhGes de espécies eucariotas conhecidas no mundo
representa apenas uma pequena porcentagem do ndmero real no ambiente terrestre (~14%) e
no oceano (~9%) e que, na realidade, devam existir, em todo o mundo, cerca de 8,7 milhdes (£
1,3 milhdes) de espécies.

A revelacdo de que possuimos um conhecimento incipiente sobre a real biodiversidade
reforgou a necessidade de uma atualizac@o na taxonomia classica morfoldgica, que fosse capaz
de acelerar e aprimorar a descoberta e delimitacdo de espécies. Na Ultima década, tem sido
crescente 0 numero de artigos publicados abordando “conceitos de espécies” e “métodos para
delimitacdo de espécies e suas aplicaces” (por exemplo, de Queiroz, 1999; Hey, 2006; de
Queiroz, 2007; Hausdorf, 2011; Solis-Lemus et al., 2014).

Wiley (1978) sedimentou o conceito [modificado de Simpson (1961)] de que uma
espécie evolutiva pode ser definida como uma linhagem Unica de populacdes de um dado

organismo que mantém sua identidade e tem suas proprias tendéncias evolutivas e destino
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historico. Sob essa perspectiva, somos capazes de descobrir as espécies a medida que as
evidéncias de sua historia evolutiva nos permitem (Ghiselin, 1975; Wiley, 1978; Hull, 1980;
Frost e Kluge, 1994). O conceito de espécie como linhagem populacional ou metapopulacional
passou a apresentar ampla aceitacdo entre os bidlogos evolucionistas (por exemplo, de Queiroz,
2007; Knowles e Carstens, 2007; Wiens, 2007; Mallet, 2008; Petit e Excoffier, 2009; Degnan
e Rosenberg, 2009) e, agora, o foco das discussdes cientificas passou a ser “como identificar
corretamente essas unidades evolutivas”.

Apds mais de 250 anos de predominancia da taxonomia classica morfoldgica, mais
especificamente entre os séculos XX e XXI, novos métodos (como conjuntos de dados
moleculares, novos métodos de imagem, etc.) e novos bancos de dados (on-line, por exemplo)
foram conquistando espaco dentro da taxonomia e se tornando tdo importantes quanto os
métodos morfoldgicos classicos e as colecdes biologicas (German National Academy of
Sciences Leopoldina, 2014). Com isso, surgiu a necessidade de se construir uma taxonomia
capaz de integrar esses novos dados e métodos para auxiliar na identificacdo das espécies
(tratadas como unidades evolutivas) (Dayrat, 2005; Valdecasas et al., 2005). Foi, entdo, em
2005, que a taxonomia integrativa foi formalmente introduzida como uma ciéncia que visa
delimitar e descrever as unidades evolutivas ou espécies integrando informac6es de diferentes
linhas de evidéncias (dados e/ou métodos) (Dayrat 2005, Will et al., 2005; Pante et al., 2014).

Concomitantemente com a sua formal introdugdo em 2005, surgiram divergéncias entre
0s pesquisadores sobre qual o grau de congruéncia que as diferentes linhas de evidéncias
deveriam mostrar para que populaces ou grupos de populacdes pudessem ser consideradas
espécies distintas (por exemplo, Dayrat, 2005; de Queiroz, 2007; Schlick-Steiner et al., 2010).
Tendo essas controvérsias em vista, Padial et al. (2010) reconheceram duas vertentes de
pensamentos para guiar decisdes taxondmicas baseadas na integracdo de diferentes fontes de
dados: a "integracdo por acumulacdo” e a "integracao por congruéncia”.

A integracdo por acumulacéo, segundo Padial et al. (2010), baseia-se no pressuposto de
que as divergéncias presentes em qualquer das linhas de evidéncia podem sugerir a existéncia
de uma espécie, desde que constitua carater taxondmico (de Queiroz, 2007). Desse modo, nesta
linha de pensamento, embora desejada, a congruéncia entre diferentes linhas de evidéncias ndo
é considerada necessaria (de Queiroz, 2007). O critério de acumulacgdo pode revelar espécies
recentemente divergentes em radiacdes adaptativas (Shaffer e Thomson, 2007) devido ao
processo gradual de especiacdo ao longo dos gradientes ecoldgicos (Nosil et al., 2009;

Streelman e Danley, 2003). Entretanto, a principal limitacdo da abordagem acumulativa é que


http://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-22461-9_19/fulltext.html#CR13
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0 uso ndo-critico de uma Unica linha de evidéncia pode levar a superestimacdo no numero de
espécies.

A integracdo por congruéncia, por sua vez, baseia-se no pressuposto de que sd@o
necessarios padrdes de divergéncia congruentes entre duas ou mais linhas de evidencias
independentes para se diferenciar espécies (Padial et al., 2010). Entretanto, a principal limitac&o
inerente a exigéncia do critério de congruéncia entre diferentes linhas de evidéncias é o risco
de se subestimar o numero de espécies, pois 0 processo de especiacdo nem sempre é
acompanhado por mudancas de caracteres em todos os niveis (Adams et al., 2009), ou, ainda,
tendenciar as descobertas de espécies mais antigas, enquanto as espécies que divergiram mais
recentemente podem permanecer mascaradas (Shaffer e Thomson, 2007). Apesar de seus
pontos negativos, os taxonomistas acreditam que as espécies descobertas com base em uma
“taxonomia integrativa por congruéncia” correspondem mais frequentemente a unidades
evolutivas verdadeiramente distintas, pois acredita-se ser muito pouco provavel que um padréo
de congruéncia entre linhas de evidéncias independentes venha a surgir por acaso na natureza
(Padial et al., 2010).

Com isso, nos ultimos anos, tem-se visto um ndmero crescente de artigos utilizando com
eficdcia a abordagem integrativa por congruéncia para a delimitacdo de espécies em Varios
grupos taxonémicos, desde insetos hemipteras (Cocuzza et al., 2015) até anfibios (Channing et
al., 2013; Fouquet et al., 2014; Wang et al., 2014; Minoli et al., 2014; Garcia-Rodriguez et al.,
2016) e mamiferos (Kovaleva et al., 2014). Entre as trés ordens de anfibios, Gymnophiona € a
Unica na qual a taxonomia integrativa por congruéncia ainda ndo foi devidamente aplicada,
principalmente devido a dificuldade em se obter dados de diferentes linhas de evidéncias. Desse
modo, ainda atualmente as espécies dessa ordem sdo tradicionalmente delimitadas pela

taxonomia classica morfoldgica.

1.2 Ordem Gymnophiona

Os anfibios da ordem Gymnophiona, conhecidos popularmente como cecilias ou cobras-
cegas, sdo atualmente representados por 205 espécies (Frost, 2017). A maioria dessas ocorrem
nas regides tropicais e subtropicais: na América do norte (México), America Central, América
do Sul, Leste equatorial e oeste da Africa, india, llhas Seychelles, Sudeste da Asia e regio
Indo-Malasia (Hedges et al., 1993; Duellman e Trueb, 1994; Zug et al., 2001). Esses animais
sdo caracterizados, principalmente, por apresentarem um corpo alongado, anelado e sem
membros; olhos cobertos por pele ou por estrutura 6ssea; um par de tentaculos sensoriais; e um

cranio bem ossificado; caracteristicas que refletem seu habito de vida predominantemente
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fossorial (Vitt e Caldwell, 2014). As UGnicas excecdes ao estilo de vida subterraneo sdo algumas
espécies aquaticas ou parcialmente aquéaticas da familia Typhlonectidae, na América do Sul, e
da familia Ichthyophiidae, no sudeste da Asia (Nussbaum e Wilkinson, 1989; Kupfer et al.,
2005).

Gymnophiona é a ordem menos conhecida dentre todos os tetrapodes (Gower et al.,
2002). Esses animais sdo considerados raros em cole¢des cientificas e estima-se que cerca de
50% das espécies descritas sdo conhecidas apenas de sua localidade-tipo ou de alguns poucos
registros (Taylor, 1968). Isso €, em grande parte, atribuido ao habito fossorial da maioria das
espécies, o qual dificulta coletas e resulta em uma baixa representatividade de espécimes em
colecdes cientificas (Measey, 2004). Entretanto, esforcos para a coleta desses elusivos animais
na ultima década tem resultado em amostras razoaveis para a realizacdo de estudos sobre
aspectos basicos da biologia, tais como: dieta (Verdade et al., 2000; Maciel et al., 2012),
reproducdo (Gomes et al., 2012; Raquet et al., 2016), sistemética (Wilkinson et al., 2003; San
Mauro et al., 2004; Frost et al., 2006; Roelands et al., 2007; Zhang e Wake, 2009; Kamei et al.,
2012a,b), genética de populacGes (Stoelting et al., 2014; Wang et al., 2015) e desenvolvimento
de microssatélites (Li et al., 2010; Barratt et al., 2011; Lewis et al., 2014; Adamson et al., 2016).

A mais recente classificacdo em nivel de familia em cecilias reconheceu nove familias
morfologicamente distintas (Wilkinson et al.,, 2011): Caeciliidae Rafinesque, 1814,
Dermophiidae Taylor, 1969, Herpelidae Laurent, 1984, Ichthyophiidae Taylor, 1968,
Indotyphlidae Lescure, Renous e Gasc, 1986, Rhinatrematidae Nussbaum, 1977,
Scolecomorphidae Taylor, 1969, Siphonopidae Bonaparte, 1850 e Typhlonectidae Taylor,
1968. Um ano apds, com base na integracdo das abordagens molecular e morfoldgica, Kamei
et al. (2012a) corroboraram a classificacao propostas por Wilkinson et al. (2011) e descreveram
uma nova familia, Chikilidae, a partir do estudo de novas espécies encontradas no nordeste da
india.

Atualmente, os principais caracteres de morfologia externa utilizados para distinguir
géneros e espécies de cecilias sdo os caracteres relativos a segmentagédo do corpo (tipo e nimero
de anéis corporais), dentes (tipo de série dentaria e nimero de dentes), posicdo do par de
tentdculos com relacdo aos olhos e & narina, olhos visiveis ou ndo visiveis e presenca ou
auséncia de cauda verdadeira (Taylor, 1968; Nussbaum e Wilkinson, 1989; Maciel e
Hoogmoed, 2011). Em geral, os anéis corporais de cecilias podem ser classificados em trés
tipos seguindo Taylor (1968) e Maciel e Hoogmoed (2011): (I) colares nucais: estdo presentes
em um namero maximo de dois anéis delimitados anterior e posteriormente por sulcos que

podem circundar completa ou incompletamente o corpo e, geralmente, sdo mais largos que 0s
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anéis corporais; (1) anéis corporais primarios: sao anéis semelhantes aos da regido nucal, porém
visivelmente mais estreitos e delimitados por sulcos que, dependendo da espécie, podem
circundar completa ou incompletamente o corpo; (111) anéis secundarios: aneis formados pela
presenca de sulcos secundarios que se encontram dentro dos anéis primarios de algumas
espécies e geralmente estdo presentes na regido posterior do corpo (Figura 1A). As séries
dentérias, por sua vez, podem ser classificadas em quatro tipos, também seguindo os mesmos
pesquisadores: (1) pré-maxilar-maxilar: série que agrupa os dentes inseridos na pré-maxila e no
maxilar; (1) pré-vomeropalatino: agrupa os dentes inseridos no vomer e no palatino; (I11)
esplenial: série de dentes localizados mais internamente na mandibula; e (V) dentério: série de
dentes inseridos no dentério (FiguralB).

Figura 1 — Ilustragdo geral de uma Gymnophiona: a) Estruturas da morfologia externa; b) Séries de
dentes.

A

Colares nucais Anéis primarios Anéis secundarios

Narina o /_L\ '_%'_' l_rtl_|

Tentaculo

Pré-maxilar-maxilar

Vomeropalatinos

Tentaculo

Coanas

Esplenial

Dentario

Fonte: Elaborada pela autora.
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No Brasil, 36 espécies de cecilias de quatro familias (Caecilidae, Rhinatrematidae,
Siphonopidae e Typhlonectidae) j& foram registradas (SBH, 2016). Dentro de Siphonopidae,
segunda familia mais especiosa da ordem, estd alocado Microcaecilia Taylor, 1968 (Wilkinson
etal., 2011). As espécies desse género sao os Unicos sifonopideos com olhos cobertos por 0sso
(portanto, ndo visiveis), abertura tentacular mais proxima de onde estariam os olhos do que das
narinas e sem diastema (espago) entre as fileiras de dentes vomerinos e palatinos, possuindo,
portanto, uma série Unica denominada série voremopalatina (Wilkinson et al., 2011).

Originalmente, Microcaecilia foi descrita por Taylor (1968) para alocar trés espécies de
pequenas cecilias neotropicais previamente incluidas nos géneros Dermophis Peters, 1880 e
Gymnophis Peters, 1874: Microcaecilia albiceps (Boulenger, 1882), Microcaecilia rabei (Roze
e Solano, 1963) e Microcaecilia unicolor (Duméril, 1863). Posteriormente, mais duas espéecies
foram descritas para o género Microcaecilia supernumeraria Taylor, 1969 e Microcaecilia
taylori Nussbaum e Hoogmoed, 1979. Ap6s um periodo de cerca de 30 anos sem qualquer
alteracdo dentro de Microcaecilia, 11 novas espécies foram descritas ou alocadas, neste género,
em um intervalo de apenas cinco anos: M. grandis Wilkinson, Nussbaum e Hoogmoed, 2010,
M. iyob Wilkinson e Kok, 2010, M. rochai Maciel e Hoogmoed, 2011, M. trombetas Maciel e
Hoogmoed, 2011, Microcaecilia nicefori (Barbour, 1924), M. savagei Donnelly e Wake, 2013,
M. dermatophaga Wilkinson, Sherratt, Starace e Gower, 2013, M. marvaleewakeae Maciel e
Hoogmoed, 2013, M. pricei (Dunn, 1944), M. iwokramae (Wake e Donnelly, 2010) e M.
butantan Wilkinson, Antoniazzi e Jared, 2015; tornando esse 0 género mais especioso de sua
familia e o segundo mais especioso dentre os géneros de cecilias da América do Sul. Desse
modo, atualmente, Microcaecilia é constituido por 16 espécies nominais de cecilias tdo
pequenas [maximo comprimento total é de 318 milimetros (Maciel e Hoogmoed, 2011)] que,
em inglés, sdo popularmente conhecidas como tiny caecilians (Frost, 2017).

A quinta espécie alocada no género, M. taylori (Figura 2), foi inicialmente descrita
baseada apenas em trés espécimes coletados em duas localidades no norte da Floresta
Amazobnica, em Sipaliwini, Suriname. Esses espécimes apresentam uma variagao de 115a 118
anéis primarios e nenhum anel secundario, sendo a auséncia de anéis secundarios uma
caracteristica até entdo exclusiva de M. taylori (Nussbaum e Hoogmoed, 1979). Apds cerca de
30 anos sem qualquer novo registro de ocorréncia, Maciel e Hoogmoed (2011) relataram a
existéncia da espécie em quatro localidades no sudeste da Amaz6nia, municipios de
Parauapebas, Caxiuarda, Tucurui e Belo Monte (estado do Para, Brasil). Esses espécimes
apresentaram uma variagcdo no carater anéis primarios de 113 a 130 e no carater anéis

secundarios de 0 a 21. De acordo com os autores, por ndo encontrarem caracteres morfolégicos
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capazes de diferenciar esses espécimes do hol6tipo de Suriname e pelo fato do numero anéis
secundarios ser conhecido por variar em outras espécies do género, eles optaram por identificar
esses especimes como M. taylori. Entretanto, tal decisdo causou duas grandes modificacdes:
uma nos caracteres anéis primarios e secundarios e outra na distribuicdo geografica da espécie.

Em geral, as espécies dentro de qualquer género de cecilia sdo distintas principalmente
com base no nimero de anéis corporais primarios e secundarios, juntamente com a coloracao
do corpo, alguns poucos caracteres dentarios (Wilkinson et al., 2011) e a presenca de sulcos
nos colares nucais (Wilkinson et al., 2013b). Qualquer alteracdo na variacdo desses caracteres
para diagnose de uma especie deve ser cautelosamente avaliada. Com base nisso, alguns
pesquisadores vém questionando a grande alteracdo causada pelo reconhecimento desses
espécimes do sudeste do Pard como pertencentes a Microcaecilia taylori (Wilkinson et al.,
2013b).

Figura 2 — Individuo de Microcaecilia taylori da Floresta Nacional dos Carajas, estado do Para,
Brasil.

Fonte: Ricardo Kawashita-Ribeiro.

Nos ultimos anos, estudos moleculares vém revelando a presenca de uma diversidade
subestimada dentro de varios géneros de cecilias (Gower et al., 2002; Gower et al., 2011; Kamei
et al., 2012a,b; Stoelting et al., 2012; Wang et al., 2015) e, em publica¢bes subsequentes, as
linhagens evolutivas apontadas pelas abordagens moleculares vém sendo congruentemente
reconhecidas e descritas como novas espécies baseadas também na morfologia (Kamei et al.,
2009; Kamei et al., 2012b; Kotharambath et al., 2015). Isso deixa claro que ha muito a descobrir
dentro desse elusivo grupo de animais e que a taxonomia integrativa, utilizando principalmente
dados moleculares e morfoldgicos, apresenta-se como uma abordagem segura e eficiente para
delimitacdo de espécies.

Entre 2010 e 2013, o projeto “Aproveitamento Cientifico da Herpetofauna Oriunda de

Atividade Mineradora de Parauapebas, Canda dos Carajas, Curiondpolis, Maraba e Ourilandia
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do Norte, Estado do Para” proporcionou uma das maiores amostragens de uma Unica espécie
de cecilia (espécime e tecido) que se tem noticia para o Brasil. Cerca de 190 individuos de M.
taylori oriundos de nove localidades nos municipios de Marabé e Parauapebas, sudeste do Par4,
Brasil, foram coletados, proporcionando, desse modo, uma amostragem impar em namero

amostral e fonte de dados para compreender a diversidade dentro da espécie.
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2 OBJETIVO

Caracterizar a diversidade de Microcaecilia taylori no sudeste do Para, Brasil,

integrando dados moleculares e morfoldgicos.

2.1 Objetivos especificos

e Determinar as linhagens evolutivas e haplogrupos de Microcaecilia taylori do sudeste
do Para com base em dois genes mitocondriais;

e Analisar a variacdo da morfologia externa e verificar se hd morfogrupos distintos de
Microcaecilia taylori do sudeste do Para;

e Comparar as linhagens evolutivas, haplogrupos e morfogrupos de forma a verificar a
congruéncia entre as abordagens molecular e morfoldgica, seguindo o protocolo da

taxonomia integrativa por congruéncia (sensu Padial et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Abordagem molecular

3.1.1 Amostragem

Foram utilizadas 127 amostras de tecido hepatico e muscular de Microcaecilia taylori
provenientes de nove localidades: oito em Parauapebas (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8) e uma
em Maraba (M1), Pard, Brasil (Figura 3; Apéndice A). Todas as amostras utilizadas séo
provenientes do Banco de Tecidos e da Colecdo Herpetoldgica do Museu de Historia Natural
da Universidade Federal de Alagoas (MNHUFAL), Maceio, Alagoas, Brasil, e todos os
espécimes foram previamente identificados seguindo a revisdo taxonémica de Maciel e
Hoogmoed (2011).

Figura 3 — Distribuicdo geografica das 127 amostras de Microcaecilia taylori provenientes do

sudeste do Pard, Brasil: (A) uma no municipio de Maraba (M1) e oito no municipio de Parauapebas
(P1-P8).

g4 Altitude

'l HGZOm
75m

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.2 Extracdo do DNA e amplificacdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

O DNA gendmico total das amostras foi extraido utilizando o protocolo de extragdo com
proteinase K e sais (Aljanabi e Martinez, 1997) e conservado em tampéo Tris-EDTA (10mM

de Trise 1 mM de EDTA,; pH 8,0) ou &gua ultrapura. Todas as amostras de DNA extraido foram
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avaliadas quanto a concentragdo de DNA (ng/ul) e a razdo de absorvancia 260/280 através de
um espectrofotdmetro NanoDrop.

Dois fragmentos do genoma mitocondrial, citocromo b (cytb) e NADH desidrogenase
subunidade 4 (ND4), foram amplificados utilizando primers disponiveis na literatura: MNCN-
Glu F5-GAA AAACCACCGTTGTTATTC AAC TAC A-3'e Amp-P10 R 5-TTC AGY
TTA CAA GAC YGA TGC TTT-3' (San Mauro et al., 2004) para cyth; e ND4 5-CAC CTA
TGA CTA CCA AAA GCT CAT GTA GAA GC-3'e Leu5-CAT TACTTT TAC TTG GAT
TTG CAC CA-3' (Arévalo et al., 1994) para o ND4. A amplificacdo de ambos os fragmentos
foi realizada através de PCRs (Polimerase Chain Reaction) utilizando protocolos de reagdes
otimizadas com um volume final de 25ul, sendo: 12,5ul de PCR Master Mix (Promega), 8,4 ul
de free water, 0,8 ul de cada primer na concentracdo de 10nM (foward e reverse), 0,5 ul de Taq
DNA Polimerase (Platinum Taq) e 2 ul de DNA (15 - 80 ng/ul). Os protocolos de temperatura
do termociclador seguiram San Mauro et al. (2004) e Stoelting et al. (2014), para cytb e ND4,
respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Condigdes do termociclador para amplificagdo dos fragmentos mitocondriais citocromo

b (cytb) e NADH desidrogenase subunidade 4 mitocondrial (ND4) e HIS-tRNA, segundo San
Mauro et al. (2004) e Stoelting et al. (2014), respectivamente.

Etapas Temperatura Tempo

Cytb

1. Desnaturacao inicial 94°C 5

2. Desnaturacdo 94°C 60”

3. Pareamento 48°C 60”

4. Extensao 72°C 1’307
Repetir 35 vezes as etapas de 2 a 4

5. Extensdo final 72°C 7’

ND4

1. Desnaturagdo inicial 94°C 7

2. Desnaturacao 94°C 307

3. Pareamento 48°C 307

4. Extensao 72°C I

Repetir 40 vezes as etapas de 2 a 4
5. Extensdo final 72°C 7

Fonte: Elaborada pela autora.

Os produtos da PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose. Para
isso, 1,5 ul de azul de bromofenol e 5ul de cada produto da PCR foram homogeneizados e
aplicados nos pocgos do gel de agarose 1% (0,79 de agarose em 70ml de TBE 0,5x: 0,045 mM
de Tris-Borato, 0,001 M de EDTA, pH 8,0; corado com 0,5ul de sybr safe) para migragéo
juntamente com o marcador de peso molecular (5ul) em uma corrente de 90V por 30 minutos.
O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado com base no marcador de peso molecular

de 100pb, visualizados com o auxilio de um transluminador com luz ultravioleta.
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Os produtos da PCR que apresentaram amplicons foram purificados utilizando o
protocolo de purificagdo por isopropanol (Apéndice B). Todas as etapas de extracdo do DNA
genémico total, PCR, eletroforese em gel de agarose e purificacdo foram realizados no
Laboratorio de Biologia Integrativa da Universidade Federal de Alagoas, Maceid, Alagoas,
Brasil.

O sequenciamento das amostras purificadas foi realizado unidirecionalmente (5’- 3”) no
sequenciador Genetic Analizer 3500 da ABI seguindo o protocolo para reacdo de
sequenciamento do kit BigDye® terminator V3.1 no Laboratorio Central (LabCen) da

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

3.1.3 Edigao e alinhamento das sequéncias

Todas as sequéncias obtidas foram editadas utilizando-se o programa BioEdit v.7.0.9
(Hall, 1999). Os eletroferogramas foram visualizados a fim de se verificar a confiabilidade do
resultado do sequenciamento e corrigir eventuais erros ou presenca de ambiguidade em
determinados sitios. Apds edicdo, todas as sequéncias foram comparadas, através da ferramenta
BLAST utilizando a busca de similaridade (megablast) (Zhang et al., 2000) na base de dados
nucleotidicos disponivel no GenBank, para confirmar a amplificacdo do gene de interesse.
Todas as sequéncias foram alinhadas utilizando a ferramenta ClustalW (Thompson et al., 1994)
com as configuracGes padrdes, implementada no programa BioEdit v.7.0.9 (Hall, 1999). Por se
tratarem de genes codificadores de proteinas, a traducdo das sequéncias nucleotidicas em
sequéncias de aminodacidos foi realizada para ambos genes a fim de auxiliar no correto
alinhamento.

A saturacdo das substituicdes ao longo da sequéncia, ou seja, a presenca de multiplas
substituicdes no mesmo sitio, pode levar a perda do sinal filogenético (Xia et al., 2003). A fim
de verificar a qualidade dos dados moleculares quanto a saturacéo, o programa DAMBE 5.3.74
(Xia, 2013) foi utilizado para gerar um gréfico com o nimero observado de transi¢des e
transversdes versus a distancia genética utilizando o modelo evolutivo Kimura-2-parametros.
Em tal avaliacdo, é esperado que a medida que a divergéncia genética entre as sequéncias
aumenta, o numero de transi¢cbes e transversfes também aumentem e que o ndmero de
transices se mantenha sempre maior. No entanto, quando tal premissa € violada, tem-se a

evidéncia de saturacdo nos dados (Simon et al., 1994).
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3.1.4 Anadlises filogenéticas

Os modelos evolutivos que melhor explicam cada uma das particdes de dados, cytb e
ND4, foram selecionados utilizando o Critério de informacdo de Akaike (AIC) através do
software jModelTest 2.1.5 (Posada, 2008). A analise bayesiana foi conduzida no programa
MrBayes v.3.0b4 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001) para cada matriz de gene individualmente e,
posteriormente, para a matriz combinada assumindo os diferentes modelos e 0s respectivos
parametros para cada gene particionado. Como grupo externo, foram incorporadas cinco
sequéncias de espécies da familia Siphonopidae do GenBank, sendo uma do género Siphonops
(S. annulatus; NC007911) uma de Luetkenotyphlus (L. brasiliensis; NC023513) e trés de
Microcaecilia (M. dermatophaga, Microcaecilia sp. e M. unicolor; NC023514, GQ244473 e
NC023515). A topologia foi enraizada em dois representantes da familia Indotyphlidae
(Grandisonia larvata e G. sechellensis; NC023510 e NC023512).

Durante a anélise bayesiana, foram utilizadas duas analises simultaneas (nruns=2), onde
cada uma executou quatro cadeias de Markov paralelas (uma cold chain e trés heated chains)
iniciadas em topologias aleatdrias. Para cada analise, o nUmero de geracdes foi 5.000.000, sendo
as topologias e parametros amostrados a cada 1.000 geracfes. A convergéncia entre as analises
foi determinada comparando os parametros das duas anélises simultaneas através do software
Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014) e verificando se o desvio-padréo de divisdo (standard split
deviation) foi menor do que 0,01 e o effective sample size foi maior do que 200 para todos 0s
parametros. A partir dessas observagdes, assumiu-se um valor de “burn-in” onde 25% dos
dados incialmente gerados foram descartados e um consenso de maioria (majority consensus)
foi realizado para gerar a topologia final. O suporte dos ramos foi obtido através das
probabilidades posteriores e, posteriormente, a topologia consenso foi visualizada e editada no

programa FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009).

3.1.5 Diversidade genética

Os indices de diversidade molecular, tais como, numero de haplétipos (H), nimero de
sitios polimorficos (S), diversidade haplotipica (h) e diversidade nucleotidica (m) foram
estimados para toda amostragem e para cada clado recuperado na filogenia sendo obtidos no
programa ARLEQUIN V3.11 (Excoffier et al., 1992). Ademais, com 0 objetivo de detectar
desvios em relacdo a neutralidade de cada um dos clados recuperados na filogenia, foi utilizado
0 mesmo programa para realizar dois testes de neutralidade, o Fs de Fu (Fu, 1997) e o D de
Tajima (Tajima, 1989). Em geral, esses testes sdo capazes de constatar se os dados observados
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sdo significativamente diferentes do esperado assumindo o modelo em que as mutagfes sdo
neutras (Fisher, 1930; Wright, 1931). Desse modo, os testes assumem a hip6tese nula de
neutralidade que, se refutada, pode indicar que o conjunto de dados analisado estava sob acéo
de processos evolutivos. De maneira geral, D de Tajima tem seu calculo baseado na distribuicédo
de sitios segregantes e na diversidade nucleotidica. Nesse indice, valores superiores a zero
sugerem que a populacdo tenha sido submetida a selecdo balanceadora ou um recente gargalo
genético, enquanto valor inferiores a zero sugerem expansdo populacional ou selecdo
purificadora. JA o Fs de Fu é calculado com base na distribuicdo haplotipica. Nesse indice,
valores positivos resultam de poucos alelos e sugerem retracdo populacional (como em casos
de gargalo evolutivo), enquanto valores negativos sdo evidéncias de um excesso de alelos,
indicando expansdo populacional recente ou efeito carona. Entretanto, devido a alta
sensibilidade desses testes, a hipdtese nula de neutralidade somente sera refutada se ambos 0s
indices corroborarem.

As distancias genéticas entre os clados de M. taylori recuperados pela filogenia e entre
as demais espécies de Siphonopidae e Indotyphlidae incorporadas do GenBank foram estimadas
para cada gene individualmente utilizando o modelo Kimura-2-pardmetros no programa
MEGAG (Tamura et al., 2013).

Para estimar como a diversidade genética esta hierarquicamente particionada nas
amostras de M. taylori do sudeste do Parg, foi conduzida uma anélise de variancia molecular
(AMOVA) para cada gene individualmente através do programa ARLEQUIN V3.11 (Excoffier
etal., 1992). Os arquivos de entrada dos dados de haplétipos foram gerados através do programa
DNAsp v. 5 (Librado e Rozas, 2009). As AMOVAs foram realizadas utilizando o cenério
definido a priori, onde os Clados recuperados na filogenia molecular foram definidos como os
grupos e as localidades amostradas definidas como as populagdes. A significancia dos
componentes de variancia e da estatistica F foram testados através de 16.000 permutacdes,
como sugerido por Excoffier e Lischer (2015). Para estimar a reparticdo hierdrquica da
diversidade genética entre os grupos (Fct), entre as popula¢des dentro dos grupos (Fsc) e dentro
das populacdes (Fst) e testar hipoteses definidas a priori sobre tal reparti¢do, a analise utiliza-
se de uma matriz de distancia calculada entre os pares de hapl6tipos (Excoffier et al., 1992). Ja
para a significancia dos componentes de variancia e da estatistica F, a AMOVA se baseia na
estatistica ¢, a qual ¢ uma extensdo do F de Wright (Wright, 1978) para sequéncias

nucleotidicas.
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3.1.6 Relacdes genealdgicas

As relacdes genealdgicas entre as sequéncias amostradas foram visualizadas em uma
rede de hapldtipos para cada gene mitocondrial individualmente utilizando o algoritmo
Templeton, Crandall e Sing (TCS; Clement et al., 2002) implementado no programa Population
Analysis with Reticulate Trees (PopART, v.1.7; Leigh e Bryant, 2015) e disponivel em
http://popart.otago.ac.nz/.

Para estimar as relacdes entre os haplétipos, o programa colapsa sequéncias idénticas e
calcula as frequéncias dos haplotipos dentro da amostragem total. Uma matriz de distancia
absoluta é entdo calculada para todas as comparagdes por pares de haplétipos e o nimero
maximo de passos mutacionais que constitui uma conexao parcimoniosa entre dois haplétipos
é calculada considerando o limite da probabilidade de parcimonia de 0,95, tal como definido
em Templeton et al. (1992). Os haplétipos separados por um nimero de passos mutacionais
maior do que o maximo citado acima permanecem desconectados. Na rede, os haplétipos séo
representados como circulos conectados por linhas indicando o nimero de mudancas de pares
de bases (mutacgdes) entre eles. O tamanho do circulo é sempre proporcional ao nimero de
individuos que apresenta esse hapl6tipo e, aqui, o padrdo de cores seguiu a coloracdo
padronizada das localidades amostradas (Figura 3).

3.2 Abordagem morfolégica

3.2.1 Amostragem

Para abordagem morfoldgica, foram selecionados 67 espécimes de M. taylori que
representassem os Clados recuperados na filogenia molecular. Todos os espécimes examinados

estdo depositados na Colecdo Herpetoldgica do MHNUFAL (Apéndice A).

3.2.2 Dados morfométricos e meristicos

Foram aferidos 17 caracteres morfométricos e nove meristicos seguindo a terminologia
de Maciel e Hoogmoed (2011). Morfométricos: comprimento total (TL); largura da cabeca na
articulacdo da mandibula (HW); comprimento da cabeca (HL); altura da cabeca na articulacédo
da mandibula (HH); largura no meio do corpo (BW); altura no meio do corpo (BH); largura no
primeiro colar nucal (WNC); largura do corpo no quinto anel anterior a abertura da cloaca
(WTR); largura do corpo na regido da cloaca (WV); projecdo do focinho anterior a mandibula
(SP); distancia do tentaculo até a narina (TN); distancia do tentaculo até o canto da mandibula

(TCM); distancia entre os tentaculos (TT); distancia entre as narinas (NN); largura na regido da
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narina (HWN); distancia da narina ao topo do focinho (NTS); distancia da narina até o canto da
mandibula (NCM). Meristicos: Anéis - anéis primarios (AP); anéis secundarios (SG); anéis
secundarios completos (CSG); anéis primarios completos (CPA); anéis interrompidos pela
cloaca (AlV); anéis apos a cloaca (APV); Dentes - dentarios (DT); pré-maxilar-maxilar (PMT);
pré-vomeropalatinos (PVT).

Os caracteres morfomeétricos foram aferidos no lado direito do corpo, exceto para trés
especimes (MUFAL10362, 10253, 10250) que apresentaram o lado direito danificado. Nesse
caso, esses espécimes tiveram os caracteres aferidos no lado esquerdo. Todos os caracteres
morfométricos foram aferidos com auxilio de paquimetro digital (precisdo de 0,01mm), exceto
0 comprimento total, o qual foi aferido com auxilio de uma fita métrica (precisdo de 1mm). Os
caracteres meristicos, por sua vez, foram todos contados sob um estereoscépio binocular
Coleman NSZ-405.

3.2.3 Sexagem

A maturidade sexual e o sexo dos espécimes foram determinados por dissecacdo e
observacdo direta das gbnadas. Espécimes em que as gbnadas ndo se apresentavam
diferenciadas, foram classificados como jovens e os demais classificados como machos ou
fémeas. Para definir o sexo, foram observadas caracteristicas gerais do sistema genital seguindo
Exbrayat (2006), onde o sistema genital do macho, geralmente, € composto por testiculos
pareados, alongados e compostos de uma série de l6bulos ovais interconectados por um ducto
central e por varios ductos transversos que transportam o esperma para cloaca (Figura 4A);
enguanto o sistema genital da fémea de cecilias € composto por um par de ovarios alongados
caracterizados pela presenca de foliculos e o6citos em diferentes estagios
de desenvolvimento, um par de oviduto e uma cloaca (Figura 4B).

Figura 4 — Gonadas de Microcaecilia taylori do sudeste do Pard, Brasil: (A) gdnadas de um macho,
TE = testiculo (MUFAL 10258); (B) gbnadas de uma fémea, Oo = o6citos nos diferentes estagios
de desenvolvimento (MUFAL 10559).

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2.4 Anadlises dos dados morfoldgicos
3.2.4.1 Dimorfismo sexual

Para as analises de dimorfismo sexual, foram utilizados apenas os adultos (fémeas e
machos) de M. taylori. Primeiramente, foi realizado um estudo exploratério no intuito de avaliar
0s pressupostos do Teste T de Student e da andlise de covaridncia (ANCOVA). Para isso, a
normalidade das distribuicGes e homogeneidade das variancias foram testadas para todos 0s
caracteres através dos testes de Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965) e Levene (Levene, 1961),
respectivamente. Ademais, foram realizados testes de correlacdo de Pearson (r) para avaliar a
existéncia de correlacdo entre o comprimento total e os demais caracteres morfométricos.

Com a contemplacdo dos pressupostos estabelecidos acima, foram realizados os dois
testes estatisticos: a ANCOVA foi realizada utilizando o comprimento total como covariante e
0 sexo como fator para determinar se os demais caracteres morfométricos apresentam
dimorfismo sexual quando o efeito da covariante é controlado; e o Teste T foi realizado para
verificar a existéncia de dimorfismo sexual em relacdo ao comprimento total e seis dos nove
caracteres meristicos. Os trés caracteres meristicos referentes a denticdo ndo foram inclusos,
pois esses estavam danificados na maioria dos espécimes analisados. As analises supracitadas
foram todas conduzidas através dos pacotes stats v.3.3.1 e vegan (Oksanen et al., 2013) no
software R v. 3.1.1 (R Core Team, 2013).

3.2.4.2 Andlises de Componentes Principais (PCA) e analises estatisticas

Com o objetivo de investigar se 0s espécimes analisados exibem um padrdo de
ordenacdo, ou seja, se esses tendem a se agrupar constituindo morfogrupos, foram realizadas
duas Analises de Componentes Principais (PCA): uma para os dados morfométricos, incluindo
todos os 17 caracteres aferidos; e outra para os dados meristicos, incluindo seis dos nove
caracteres contados (0s trés caracteres referentes a denticdo foram excluidos por apresentarem-
se danificados em varios espécimes examinados).

Como nao foi identificado dimorfismo sexual para nenhum dos caracteres analisados
dentro de M. taylori do sudeste do Para, ambas as PCAs foram realizadas considerando toda a
amostragem de especimes adultos como um dnico conjunto de dados. Ambas PCAs foram
conduzidas no software R v. 3.1.1 (R Core Team, 2013) utilizando os pacotes stats v.3.3.1 e
ggfortify (Horikoshi e Tang, 2016).

De forma geral, a PCA foi utilizada para reduzir as variaveis (morfométricas ou

meristicas) a poucos eixos, ou componentes principais (PC), que representam a maior
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porcentagem da variacdo total (McCune e Grace, 2002). Os dois componentes principais mais
representativos da variacdo total (PC1 e PC2) foram utilizados para construir um grafico
bidimensional, onde os scores, 0s quais sdo as projeces dos espécimes dentro do espaco dos
componentes principais, foram plotados. Os loadings gerados nas duas PCAs representam a
correlacdo entre as varidveis originais e os escores e, desse modo, foram utilizados como
indicadores da magnitude de contribuicdo de cada variavel para cada componente principal.

Para testar se os possiveis Morfogrupos séo significativamente distintos quanto aos
dados morfométricos e meristicos, foram conduzidos dois testes parametricos no software R v.
3.1.1 (R Core Team, 2013): A ANCOVA foi realizada utilizando Morfogrupo como fator,
comprimento total como covariante e as demais varidveis morfométricas como variavel
resposta; o Teste T de Student foi realizado para avaliar a significancia das diferencas entre as
médias dos dados meristicos e do carater comprimento total entre os possiveis Morfogrupos.
As analises supracitadas foram todas conduzidas através dos pacotes stats v.3.3.1 e vegan
(Oksanen et al., 2013) no software R v. 3.1.1 (R Core Team, 2013).
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4 RESULTADOS
4.1 Abordagem Molecular

4.1.1 Relacdes filogenéticas dentro de Microcaecilia taylori

No total, 127 sequéncias foram editadas e analisadas, totalizando 666 pares de bases
(pb) para o gene cytb e 684 pb para o gene ND4. Com base nos graficos de substitui¢des
nucleotidicas versus distancia genética, nao foi observada saturacdo dos sitios nucleotidicos
para nenhum dos genes mitocondriais analisados (Apéndices C e D). Os modelos evolutivos de
melhor ajuste para cada um dos genes segundo o critério de AIC foram GTR+I+G e
TPM1uf+I+G para cytb e ND4, respectivamente. Os valores dos parametros dos respectivos
modelos considerados nas analises estdo apresentados na Tabela 2.
Tabela 2 — Parametros dos modelos de substitui¢do selecionados pelo critério de informagéo Akaike

(AIC) e utilizados nas anélises bayesianas para os fragmentos mitocondriais citocromo b (cytb) e
NADH desidrogenase subunidade 4 (ND4).

Parametros Modelos evolutivos
GTR+I+G TPM1uf+1+G
-InL 4786,6072 5285,0974
K 282 279
fregA 0,3244 0,3802
freqC 0,2944 0,2801
freqG 0,1031 0,0658
freqT 0,2781 0,2739
R(@) [A-C] 1,4876 1,0000
R(b) [A-G] 4,9438 14,5315
R(c) [A-T] 1,7395 1,7529
R(d) [C-G] 0,1363 1,7529
R(e) [C-T] 14,1396 14,5315
R(f) [G-T] 1,0000 1,0000

Fonte: Elaborada pela autora.

As topologias das arvores recuperadas pela analise bayesiana para cada gene
individualmente e para esses concatenados foram idénticas (Figura 5 e Apéndices E e F). Nas
trés topologias, o género Microcaecilia foi recuperado monofilético com alto suporte (pp =
1,00), sendo M. dermatophaga e M. unicolor recuperadas como as espécies mais basais e
Microcaecilia sp. recuperada como externa & M. taylori. As amostras de M. taylori de
Parauapebas e Maraba foram recuperadas constituindo dois clados (pp = 1,00). O primeiro
clado, denominado Clado A, foi constituido por duas linhagens (pp = 1,00): uma composta por
espécimes de Marabéa e outra por espécimes de sete das oito localidades de Parauapebas (P1,
P2, P3, P4, P5, P7 e P8). O segundo clado, denominado Clado B, foi constituido por espécimes
de sete das oito localidades de Parauapebas (P1, P2, P3, P4, P6, P7 e P8).
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Figura 5 — Filograma recuperado pela inferéncia bayesiana mostrando as relagdes filogenéticas para
Microcaecilia taylori do sudeste do Para, Brasil. Relacdes filogenéticas foram inferidas a partir de
1.350 pares de bases de dois fragmentos de DNA mitocondrial (cytb e ND4). Todos os taxons
terminais com inicial M se referem as 127 amostras Microcaecilia taylori sequenciadas neste estudo
e as cores representam as localidades onde foram coletas: Maraba (M1) e Parauapebas (P1-P8). Os
nUmeros nos nos representam os valores da probabilidade posterior.

Grandisonia larvata

0,62 M151

mas Clado A

0,89

a[me Clado B

0,05 wm1sa

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.2 Diversidade genética

As sequéncias de cytb para 127 espécimes de M. taylori apresentaram um total de 118
sitios polimorficos, resultando em 32 haplétipos. Ja as sequéncias de ND4 para os mesmos 127
espécimes, apresentaram 134 sitios polimérficos, e apenas 18 haplotipos. Os demais indices de
diversidade genética, considerando a amostragem total e os Clados A e B separadamente estdo
apresentados na Tabela 3.

Ambos os testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu, apresentaram valores
negativos e significativos para o Clado A, refutando, assim, a hipotese nula de neutralidade e
indicando a possibilidade de expansdo populacional recente para o Clado A (Tabela 3). Para o
Clado B, os valores foram positivos, mas nao significativos.

Tabela 3 — Parametros moleculares de Microcaecilia taylori no sudeste do Para, Brasil. Dados de
DNA incluem dois fragmentos mitocondriais, cytb e ND4. Clados A e B estdo definidos seguindo
a filogenia disponivel na Figura 5. N = Numero total de individuos inclusos na matriz de dados
analisada. H = Numero de haplotipos. S = Numero de sitios polimorficos. h = Diversidade

haplotipica. = = Diversidade nucleotidica. D = D de Tajima. Fs de Fu = Fs. * para D e Fs significa
valor de p significativo (< 0,05).

Gene Dados N H S h n D Fs
Cytb  Total 127 32 118 0,8134 0,0527 - -
(£ 0,0255) (% 0,0255)
Clado 100 25 35 0,7168 0,0032 -2,089* -16,387*
A (£ 0,0358) (% 0,0020)
Clado 27 7 9 0,7407 0,0041 0,607 0,404
B (£0,0623) (% 0,0025)
ND4  Total 127 18 134 0,6029 0,0590 - -
(£0,0479) (£0,0285)
Clado 100 15 27 0,3899 0,0028 -1,888* -4,856*
A (£ 0,0626) (+0,0017)
Clado 27 3 4 0,5527 0,0017 0,346 1,946
B (£0,0437) (£0,0012)

Fonte: Elaborada pela autora.

As distancias genéticas estimadas através de Kimura-2-parametros estdo disponiveis na
Tabela 4. As médias das distancias genéticas entre os Clados A e B de M. taylori foram altas
(cytb: 17%; ND4: 19,8%), de magnitude similar a encontrada entre duas outras espécies de
Microcaecilia, M. dermatophaga e M. unicolor (cytb: 19,6%; ND4: 20,8%) e de magnitude
maior a encontrada entre as duas espécies da familia Indotyphlidae (cytb: 16,6%; ND4: 13,8%).
As distancias genéticas estimadas quando comparados cada Clado com cada uma das trés
especies de Microcaecilia (cyth: 21,3%-25,5%; ND4: 26,6%-30,6%) foram de magnitude
similar a observada quando comparadas as trés espécies entre si (cyth: 19,6%-22,8%; NDA4:
20,8%-28,3%).



34

Tabela 4 — Valores de distancia genética média entre espécies das familias Indotyphlidae e
Siphonopidae. Os Clados A e B de Microcaecilia taylori estdo definidos segundo a filogenia
disponivel na Figura 5. Acima da diagonal: valores estimados para citocromo b (cytb); Abaixo da

diagonal: valores estimados para NADH desidrogenase subunidade 4 (ND4).
cytb “m @ & @ G 6 O 6

ND4
Indotyphlidae
(1) Grandisonia larvata 16,6 294 269 243 238 278 236 269
(2) Grandisonia 13,8 27,1 30,7 263 259 269 273 269
sechellensis
Siphonopidae
(3) Luetkenotyphlus 30,5 29,0 26,1 288 292 314 287 289
brasiliensis
(4) Siphonops annulatus 289 274 283 264 24,1 280 288 274
(5) Microcaecilia 350 349 362 36,8 196 228 255 228
dermatophaga
(6) Microcaecilia unicolor | 29,4 309 364 353 20,8 222 226 21,3
(7) Microcaecilia sp. 30,1 288 332 329 283 239 216 215
Microcaecilia taylori
(8) Clado A 36,2 343 334 361 306 266 26,6 17,0
(9) Clado B 348 352 358 394 298 301 271 198

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.3 Relagdes genealdgicas

As redes de haplétipos de ambos os genes apresentaram um padrdo similar, com a
formacéo de dois grupos de hapldtipos, ou Haplogrupos, conectados por um longo ramo. Tais
Haplogrupos séo constituidos pelos mesmos espécimes dos Clados A e B recuperados na
filogenia (ver Figura 5) e, desse modo, foram denominados, respectivamente, Haplogrupos A e
B.

Na rede de haplétipos de cytb (Figura 6), o Haplogrupo A foi constituido por 25
hapl6tipos e o B apenas por sete de 96 e 27 espécimes, respectivamente. O Haplogrupo A foi
constituido por haplétipos de Maraba (M1) e de sete das oito localidades de Parauapebas (P1,
P2, P3, P4, P5, P7, P8). O haplétipo mais frequente, Hp6, ocorreu em seis das sete localidades
de Parauapebas onde foi registrado, representando 35,46% do nimero de sequéncias totais e
45% do numero de sequéncias dentro do grupo. Ainda no Haplogrupo A, varios haplétipos
recentes (com baixa frequéncia) estdo presentes em torno dos haplotipos mais frequentes, Hp6
e Hp5, formando assim um padréo de estrela. Por sua vez, o Haplogrupo B foi constituido por
hapl6tipos de sete das oito localidades de Parauapebas (P1, P2, P3, P4, P6, P7, P8), onde o
haplotipo mais frequente, Hp11, ocorreu em quatro das sete onde o haplogrupos foi registrado,
representando 9,44% do nimero de sequéncias totais e 44,44% do nimero de sequéncias dentro

do grupo.
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Na rede de haplotipos de ND4 (Figura 7), os Haplogrupos A e B foram constituidos por
15 e trés haplotipos de 96 e 27 espécimes, respectivamente. O Haplogrupo A foi constituido
por haplotipos de Maraba (M1) e de sete das oito as localidades de Parauapebas (P1, P2, P3,
P4, P5, P7, P8) e 0 Haplogrupo B apenas por haplotipos de Parauapebas. Dentro do Haplogrupo
A, o haplotipo mais frequente, Hp5, ocorre em todas as sete localidades de Parauapebas onde o
grupo foi registrado, representando 61,41% do numero de sequéncias totais e 78% da
amostragem dentro do grupo. Ja dentro do Haplogrupo B, o hapldtipo mais frequente, Hp9,
ocorre em cinco localidades das sete onde o haplogrupo foi registrado, representando 11,02%
do nimero de sequéncias totais e 51,85% do numero de sequéncias dentro do grupo.

De forma geral, para as redes de ambos os genes, apenas um padrdo de associacéo
geografica foi revelado, para a localidade de Marab4, a qual ndo apresentou nenhum haplétipo
compartilhado com as localidades de Parauapebas. Apesar de nenhum padréo de estruturacédo
geogréfica ser observado entre os haplogrupos, 0s nimeros de passos mutacionais estimados
entre eles reforcam a profunda divergéncia genética. O numero de passos mutacionais dentro
do Haplogrupo A variou de 1-6 para cytb e ND4 e dentro do Haplogrupo B variou de 1-4 para
cytb e de 1-2 para ND4, enquanto entre os dois Haplogrupos o nimero de passos mutacionais
foi estimado em 89 para cytb e 106 para ND4, valor mais de 10 vezes maior que o0 estimado

dentro dos Haplogrupos.
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Figura 6 — Rede de haplétipos gerada pelo algoritmo Templeton, Crandall e Sing (TCS) a partir do
fragmento do gene mitocondrial citocromo b (cytb) de 123 espécimes de Microcaecilia taylori
provenientes de oito localidade em Parauapebas (P1-P8) e uma em Maraba (M1), Para, Brasil. Os
numeros entre parénteses representam o numero de passos mutacionais entre cada par de haplétipos.
As linhas tracejadas delimitam os Clados A (n = 96) e B (n = 27) identificados pela inferéncia
bayesiana.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 7 — Rede de haplétipos gerada pelo algoritmo Templeton, Crandall e Sing (TCS) a partir do
fragmento do gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 4 (ND4) de 123 espécimes de
Microcaecilia taylori provenientes de oito localidade em Parauapebas (P1-P8) e uma em Maraba
(M1), Para, Brasil. Os nimeros entre parénteses representam o nimero de passos mutacionais entre
cada par de hapldtipos. As linhas tracejadas delimitam os Clados A (n = 96) e B (n = 27)
identificados pela inferéncia bayesiana.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.4 Andlise de variancia molecular

Ao testar o cenario de estruturacdo genética utilizando os dois Clados (A e B) como
grupos distintos na AMOVA para os dois genes (cytb e ND4) separadamente, uma forte
diferenciacdo genética entre os Clados foi obtida (Tabela 5). Para ambos os genes, as AMOVAS
revelaram que a maior porcentagem da variagdo genética € atribuida a diferenca entre os Clados
(97%, Fct = 0,97 para cytb; 98%, Fct = 0,98 para ND4; p < 0,05), enquanto uma menor
porcentagem da variacdo genética é atribuida as diferencas entre e dentro das localidades
(1,37% e 1,24% para cytb e 1,21% e 0,57% para ND4).

Tabela 5 — Andlises de variancia molecular (AMOVA) com base em dois fragmentos de gene
mitocondriais (cytb e ND4) realizadas para Microcaecilia taylori do sudeste do Pard, Brasil,
considerando dois grupos: Clados A (n =96) e B (n = 27) seguindo a filogenia disponivel na Figura

5. g.I. = Graus de liberdade. Fct = diferenca genética entre grupos. Fst = diferenca genética entre
populacdes. Fsc = diferenca genética dentro das populacdes dentro dos grupos.

Fontes de variagédo g.l. Somados Componentes Porcentagem da
guadrados  de variancia variacao

Cytb

Entre os grupos Ae B 1 2058,985 48,22452 97,40

Entre as populagbes 13 75,718 0,67654 1,37

dentro dos grupos

Dentro das populacdes 112 68,620 0,61268 1,24

Total 126 2203,323 49,51374

indice de fixac&o Fct = 0,97396 (p = 0,00)

Fst = 0,98763 (p = 0,00)
Fsc =0,52477 (p = 0,00)

ND4

Entre os grupos Ae B 1 2431,288 56,98090 98,23
Entre as populacbes 13 74,340 0,69949 1,21
dentro dos grupos

Dentro das populagdes 112 36,940 0,32982 0,57
Total 126 2542,567 58,01021

indice de fixac&o Fct = 0,98226 (p = 0,00)

Fst = 0,99431 (p = 0,00)
Fsc =0,67957 (p = 0,00)

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Abordagem Morfologica

4.2.1 Dimorfismo sexual

Dentre os 67 espécimes de Microcaecilia taylori analisados, 24 foram fémeas, 37
machos e seis espécimes foram jovens. Todos os 16 caracteres morfométricos, referentes a
medidas da cabeca e do corpo, e seis meristicos, referentes a contagens de anéis, contemplaram
0s pressupostos da ANCOVA e do Teste T.

Quanto a presenca de dimorfismo sexual em M. taylori, os resultados da ANCOVA
mostraram que fémeas e machos ndo diferem significativamente para nenhum dos caracteres
morfométricos aqui analisados (Tabela 6). Igualmente, o0 Teste T de Student revelou que fémeas
e machos ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas para o comprimento total e
para nenhum dos seis caracteres meristicos analisados (Tabela 7).

Tabela 6 — Analises de dimorfismo sexual em 16 caracteres morfométricos de Microcaecilia taylori

(24 fémeas e 37 machos) do sudeste do Para, Brasil. M = médias. DP = desvio padrdo (DP).
Variagdo = minimo-méximo. Resultados da Analise de Covariancia (ANCOVA) estdo disponiveis

na Ultima coluna. Valor de p significativo: < 0,05.

Caracteres Fémeas Machos ANCOVA
M + DP Variagao M + DP Variagao

HW 3,75+£0,39 3,14-4,43 3,95+ 0,50 3,05-4,98 F=0,003; p=0,95
HL 5,92 £ 0,58 490-6,98 6,15+0,70 507-754 F=0,048;p=0,82
HH 2,92 +0,31 2,22-349 3,07 +0,43 2,45-4,05 F=0,362; p=0,54
BW 4,03 +0,62 2,96-5,21 4,34 +0,68 3,04-5,59 F=0,135;p=0,71
BH 3,33+0,55 2,50-4,40 3,34+0,68 1,93-4,95 F=0,310; p=0,58
WNC 4,09 +0,39 3,30-4,68 4,16 £ 0,58 2,94-531 F=0,201; p=0,65
WTR 4,10 £ 0,52 3,33-5,25  4,02+0,50 3,06-5,21 F=3,657; p=0,06
WV 2,72 +0,37 2,15-345 2,74+0,50 1,93-3,87 F=0,020; p=10,88
SP 1,05+0,15 0,61-1,34 1,10+ 0,19 0,72-1,45 F=0,086; p=0,76
TN 2,03+ 0,25 157-252 2,15+0,29 1,64-2,83 F=0,081;p=0,77
TCM 1,51+0,31 1,00-2,42 1,60 + 0,26 1,16-2,18 F=0,125;p=0,72
TT 3,14 £0,24 2,82-3,75 3,30+0,39 2,49-4.31 F=1414;p=0,23
NN 1,43+0,14 1,20-1,74 1,46 +0,19 1,05-1,85 F=2217,p=0,14
HWN 1,86 + 0,22 1,44-240 2,02+0,33 1,45-3,00 F=1,555;p=0,21
NTS 0,85+0,16 0,67-1,34 0,84+0,19 0,53-1,23 F=0,374;,p=0,54
NCM 3,64 £0,38 2,96-454 3,93 +0,54 2,79-4,77 F=0,426; p=0,51

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 7 — Analises de dimorfismo sexual em seis caracteres meristicos e no carater comprimento
total (TL) de Microcaecilia taylori do sudeste do Para, Brasil. Na tabela séo listadas as médias (M),
desvio padrédo (DP) e variagdo (min-max). Resultados do teste T de Student estdo disponiveis na
Gltima coluna. Valor de p significativo: < 0,05.

Caracteres Fémeas (n=24) Machos (n=37) Teste T de
M + DP Variagio M +DP Variagao Student

TL 197,75+ 21,72 146-235 194,40+ 27,45 146-259 t = 0,50284,

df =59; p=0,61
AP 123,04 +4,16  116-132 122,89+4,89  107-132 t=0,12353;

df =59; p=0,90
SG 5,87 + 8,58 0-21 6,16 + 8,83 0-21 t=-0,12532;

df =59; p=0,90
CSG 1,45+ 2,37 0-8 1,64 £2,42 0-8 t=-0,30143;

df =59; p=0,76
CPA 120,75 £ 4,33 113-130 120,67 £4,79 105-129 t = 0,061349;

df =59; p =0,95
AlV 1,16 + 0,63 0-3 1,16 + 0,55 0-2 t = 0,029256;

df =59; p=0,97
APV 0,12 + 0,33 0-1 0,05+ 0,22 0-1 t=0,97831;

df =59; p=0,33

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Andlise de Componentes Principais (PCA)

As andlises multivariadas dos dados morfoldgicos foram realizadas através de uma PCA
para dados morfométricos e outra para dados meristicos (ver Tabela 8 e 9 para resultados
exploratorios). Para os dados morfométricos, os dois primeiros componentes principais (PC1 e
PC2) explicaram cumulativamente 44,97% da variancia total, sendo PC1 responsavel por
32,54% e PC2 por 12,44%. Na inspecdo do grafico (Figura 8) é possivel visualizar nitida
sobreposicdo entre os possiveis Morfogrupos A e B, ndo apresentando nenhum padrdo de
ordenacdo dentro do espaco morfométrico. Essa alta sobreposicdo sugere a presenca de grande
similaridade nos caracteres morfométricos. Congruentemente, as analises estatisticas
comparando os caracteres morfométricos dos Morfogrupos nédo indicaram diferencas

significativas para nenhum dos caracteres analisados (valor de p>0,05) (Tabela 10).
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Tabela 8 — Loadings gerados para os componentes principais (PC1 e PC2) na analise de
componentes principais (PCA) dos residuos de 16 caracteres morfométricos aferidos de 61

espécimes de Microcaecilia taylori do sudeste do Para, Brasil.

Caracteres morfomeétricos PC1 PC2

Largura da cabeca (HW) -0,3534 0,1180
Comprimento da cabeca (HL) -0,2717 0,0457
Altura da cabeca (HH) -0,2607 0,0728
Largura no meio do corpo (BW) -0,2875 -0,0655
Altura no meio do corpo (BH) -0,1506 0,1438
Largura do primeiro colar nucal (WNC) -0,2378 0,2110
Largura do corpo no quinto anel anterior a cloaca (WTR) -0,1979 -0,0718
Largura do corpo na regido da cloaca (WV) -0,1935 -0,3579
Distancia entre ponta do focinho e margem da mandibula (SP) -0,1185 0,0744
Distancia entre tentaculo e narina (TN) -0,2807 0,0989
Distancia do tentaculo ao canto da mandibula (TCM) -0,1543 0,4410
Distancia entre os tentaculos (TT) -0,3703 -0,1018
Distancia entre as narinas (NN) -0,2296 -0,3115
Largura da cabeca na regido das narinas (HWN) -0,2726 -0,3210
Distancia da narina a ponta do focinho (NTS) -0,1101 -0,4982
Distancia da narina ao canto da mandibula (NCM) -0,3187 0,3273

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 8 — Distribui¢do dos 61 espécimes adultos de Microcaecilia taylori do sudeste do Par3,
Brasil, no espaco morfométricos de acordo com os componentes principais (PC1 explicando
32,54% e PC2 12,44% da variancia total) na Andalise de Componentes Principais (PCA), realizada
0s Morfogrupos A (n = 96) e B (n = 27) identificados a priori baseados nos Clados A e B da

filogenia disponivel na Figura 5.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Para os dados meristicos, os dois primeiros componentes principais explicaram
cumulativamente 68,50% da variancia observada, sendo PC1 responsavel por explicar 50% e
PC2 por 18,50%. Na inspecdo do grafico gerado pela analise (Figura 9), € clara a presenca de
um padréo de ordenacdo dos especimes no espaco meristico, onde podemos observar a distin¢édo
dos Morfogrupos A e B, correspondentes aos Clados ou Haplogrupos A e B da filogenia/ rede
de haplétipos. Os caracteres meristicos que mais contribuiram para PC1 foram: anéis primarios,
anéis primarios completos, anéis secundarios e anéis secundarios completos (Tabela 8).
Congruentemente, as analises estatisticas revelaram diferengas significativas (p<0,05) entre os
Morfogrupos para os caracteres que mais contribuiram para PC1 e para “anéis apds a cloaca”,
APV, onde: o Morfogrupo A apresentou relativamente maior nimero de anéis primarios e de
anéis primarios completos; auséncia dos caracteres anéis secundarios e anéis secundarios
completos; e, relativamente, um menor numeros de anéis apos a cloaca (Tabela 9).. O intervalo
de variacdo dos anéis primarios e anéis primarios completos apresentam ampla sobreposicédo
entre os Morfogrupos A e B, com o primeiro apresentando entre 114-134 e o segundo entre
107-131. Entretanto, para os caracteres anéis secundarios e secundarios completos, 0s
Morfogrupos sdo facilmente distinguiveis: no Morfogrupo A ambos os caracteres estdo
ausentes, enquanto no Morfogrupo B esses estdo presentes em um intervalo de 10-21 anéis
secundarios e 1-8 anéis secundarios completos (Tabela 9).
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Figura 9 — Distribui¢do dos 61 espécimes adultos de Microcaecilia taylori do sudeste do Para,
Brasil, no espaco meristico de acordo com os componentes principais (PC1 explicando 50% e PC2
18,5% da variancia total) na Analise de Componentes Principais (PCA), realizada com o0s possiveis
Morfogrupos A (n = 96) e B (n = 27) identificados a priori baseados nos Clados A e B da filogenia
disponivel na Figura 5.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 9 — Loadings gerados para os componentes principais (PC1 e PC2) na analise de
componentes principais (PCA) de seis caracteres meristicos de 61 espécimes adultos de
Microcaecilia taylori do sudeste do Para, Brasil.

Caracteres meristicos PC1 PC2
Anéis primarios (AP) 0,4942 0,3135
Anéis secundarios (SG) -0,4447 0,4383
Anéis secundarios completos (CSG) -0,4878 0,2929
Anéis primarios completos (CPA) 0,4889 0,3667
Anéis interrompidos pela cloaca (AlV) -0,1750 -0,5588
Anéis posteriores a cloaca (APV) -0,2241 0,4205

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 10 — Teste T, ANCOVA e dados morfométricos e meristicos para os Morfogrupos A e B de
Microcaecilia taylori do sudeste do Para, Brasil. Na tabela sdo listadas as médias (M), desvio padrao
(DP) e variacdo (min-max) em milimetros. Valor de p significativo quando p<0,05.

Caracteres Morfogrupo A (n=40) Morfogrupo B (n=21) Teste Te
M £ DP Variacgéo M £ DP Variacgéo ANCOVA

AP 124,52 + 359  114-132 119,95+4,85  107-131 t=4,1743; df=59;
p=9,977e-05

SG 00 0-0 17,19+ 2,74 10-21 t=-39,844; df=59;
p<2,2e-16

CSG 00 0-0 4,57 + 1,66 1-8 t=-17,547; df=59;
p<2,2e-16

CPA 122,17 £+ 3,57  111-130 117,90 £5,04  105-129 t=3,8307; df=59; p
=0,0003

AlV 1,12 £ 0,56 0-2 1,23 +£0,62 0-3 t=-0,7175; df=59;
p=0,4759

APV 0,02 +0,15 0-1 0,19 + 0,40 0-1 t=-2,2979; df=59;
p=0,0251

TL 195 + 24,79 146-259 196,71 £26,59 146-235 t=-0,2210; df=59;
p=0,8258

HW 3,75+£0,43 3,05-495  4,09+0,47 3,14-498  F=0,476;
p=0,493

HL 5,87 £ 0,57 4,90-7,28 6,43%0,68 5,38-7,54  F=0,003;
p=0,957

HH 2,98 +0,41 2,22-4,05 3,07 +0,35 2,51-3,68 F=1,242,
p=0,270

BW 4,05 + 0,64 2,96-5,35  4,55+0,62 3,51-5,59  F=0,041,
p=0,839

BH 3,20 £ 0,47 2,43-4,43  3,58+0,80 1,93-495  F=1,648;
p=0,204

WNC 4,04 £0,51 2,94-525 430+0,50 3,30-5,31  F=0,671;
p=0,416

WTR 3,93+0,48 3,06-521  4,29+0,46 3,33-5,25  F=0,208;
p=0,650

wv 2,64 £ 0,45 2,01-3,87 2,91+0,40 1,93-3,52  F=2,025;
p=0,160

SP 1,08 £0,17 0,61-145 1,08+0,19 0,78-1,45 F=0,841,
p=0,362

TN 2,04 £ 0,26 1,57-2,83 2,21+0,28 1,71-2,80 F=0,012;
p=0,914

TCM 1,51+£0,28 1,00-2,42 1,67 +0,27 1,15-2,18 F=1,866;
p=0,177

TT 3,19+£0,35 2,49-431  3,34+0,32 2,68-3,88  F=0,290;
p=0,592

NN 1,44 £ 0,19 1,05-1,85 1,46+0,14 1,25-1,74  F=1,803;
p=0,185

HWN 1,96 £ 0,32 1,44-300 1,96+0,28 1,522,40 F=0,047;
p=0,829

NTS 0,86 £ 0,17 0,53-1,23 0,82+0,21 0,551,34  F=0,019;
p=0,891

NCM 3,71 +£0,47 2,79-4,77  4,02+0,50 2,96-4,73  F=0,311;
p=0,579

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3. Descricdo de uma nova espécie de Microcaecilia

Microcaecilia sp. nov.
(Figura 10)

Holo6tipo: MUFAL 10234 (Figura 10), fémea com comprimento total de 235 mm, 121 anéis
primarios e 17 aneis secundarios, coletado na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas
(6°3°29,1917’S, 50°11°50,381”°0), municipio de Parauapebas, estado do Par4, Brasil, em 19-V-

2011. Coletado por Tami Mott entre galhadas durante processo de supressdo vegetal.

Paratipos: Todos os 22 paratipos foram coletados em cinco pontos distintos na FLONA
de Carajas pela equipe do Resgate de Fauna da FOCO Consultoria Ambiental durante o

processo de supressao vegetal, ver Apéndice G.

Figura 10 — Holotipo de Microcaecilia sp. nov (MUFAL 10234). Escala = 10 milimetros.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Diagnose: A nova espécie € uma Microcaecilia, pois possui olhos cobertos por estrutura 6ssea,
abertura do tentaculo mais proxima aos olhos do que a narina e auséncia de diastema entre 0s
dentes vomerino e palatino. Microcaecilia sp. nov. tem uma variacao de anéis primarios de 107-
131, de anéis secundarios de 10-21, série de dentes pré-maxilar-maxilar se estendendo além da
margem posterior das coanas.

Para fins comparativos de Microcaecilia sp nov. com as demais espécies de
Microcaecilia, os caracteres referentes as espécies atualmente descritas foram colocados entre
paréntesis a seguir. Por apresentar menor numero de aneis secundarios, Microcaecilia sp. nov.
difere de M. rochai (42-51), M iyobi Wilkinson e Kok, 2010 (43), M. grandis Wilkinson,
Nussbaum e Hoogmoed, 2009 (42), M. savagei Donnelly e Wake, 2013 (86), M. albicepis
(Boulenger, 1882) (48-62), M. supernumeraria Taylor, 1969 (93), M. trombeta Maciel e
Hoogmoed, 2011 (91), M. unicolor (Duméril, 1863) (46-74), M. nicefori (Barbour, 1924) (98-
111) e M. pricei (Dunn, 1944) (26-28). Por apresentar um numero maior de anéis secundarios,
Microcaecilia sp. nov difere de M. dermatophaga Wilkinson, Sherratt, Starace e Gower, 2013
(6-9), M. iwokramae (Wake e Donnelly, 2010) (9) e M. taylori (0). Microcaecilia sp. nov. difere
de M. butantan Wilkinson, Antoniazzi e Jared, 2015 por apresentar um menor nimero de anéis
primarios (143-157). Difere de M. marvaleewakeae Maciel e Hoogmoed, 2013 por apresentar
um menor numero de anéis secundarios (21-31), pela presenca um sulco no primeiro colar nucal
muito menor do que o presente no segundo colar (M. marvaleewakeae apresenta sulco grande
e de mesmo comprimento no dorso dos dois colares nucais) e pela presenca de um sulco ventral
na metade superior do primeiro colar nucal (ausente em M. marvaleewakeae). Difere de M.
rabei (Roze e Solano, 1963) pelo nimero de anéis primarios (105-116), pelo nimero de anéis
secundarios (21-34), pela presenca de um sulco no primeiro colar (ausente em M. rabei) e por
seu segundo colar nucal ser parcialmente incompleto ventralmente (completo ventralmente em

M. rabei). Para mais informacdes quanto as comparac@es ver Tabela 11.
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Tabela 11 — Medida de comprimento total e contagem de caracteres meristicos para espécies de
Microcaecilia deste estudo e retiradas de artigos publicados. Dados de M. albiceps foram retirados
de Taylor (1968); M. butantan de Wilkinson et al. (2015); M. dermatophaga de Wilkinson et al.
(2013); M. grandis de Wilkinson et al. (2009); M. iyob de Wilkinson e Kok (2010); M. iwokramae
de Wake e Donelly (2009); M. marvaleewakeae de Maciel e Hoogmoed (2013); M. nicefori e M.
pricei de Taylor (1968); M. rabei de Taylor (1968) e Nussbaum e Hoogmoed (1979); M. rochai de
Maciel e Hoogmoed (2011a); M. savagei de Donelly e Wake (2013); M. supernumeraria de Taylor
(1969); M. taylori de Nussbaum e Hoogmoed (1979); M. trombetas de Maciel e Hoogmoed
(2011b); M. unicolor de Taylor (1968), Nussbaum e Hoogmoed (1979) e Wilkinson et al. (2009).
Valores entre parénteses para M. taylori foram obtidos neste estudo.

Espécie de Microcaecilia TL AP SG CSG DT PMT PPT
M. sp. nov. 146-235  107-131 10-21 1-8 13-23  22-35 22-36
M. albicepis 168-227  115-123 48-62 0-3 16-26  15-19 25-35
M. butantan 159-208  143-157 14-26 0-3 13-19  18-22 24

M. dermatophaga 66-164 107-113  6-9 0-3 18-22  23-31 16-32
M. grandis 318-324 121 41-42 6 20-21 29 28-42
M iyobi 172 97 43 10 26 35 36

M. iwokramae 111 102 9 6 15 21 25

M. marvaleewakeae 135-213  124-138 21-33  4-8 14-20  18-26 18-29
M. nicefori 198-263  130-166 95-104 51-68 18-22  11-14 18-27
M. pricei 191 106-109 26-28 6 20 21 23

M. rabei 94-187 105-116 21-34  4-9 13-26  17-27 22-31
M. rochai 113-127  122-129 42-51 6-11 12-22  16-31 21-22
M. savagei 153 107 86 18 23 15 26

M. supernumeraria 258 143 93 - 22 15 28

M. taylori 128-172  115-118 0 0 17-20  25-30 23-30

(107-259) (114- 0) 0) (15-27) (20-34) (18-34)
134
M. trombeta 218 116) 91 69 15 17 21
M. unicolor 102-240  97-118  46-74 8-64 18-26  15-35 22-37

Fonte: Elaborada pela autora.

Descricdo do hol6tipo: Corpo delgado, comprimento total 52 vezes maior que a largura do
corpo. Largura da cabeca da mesma largura que o corpo. Corpo ligeiramente achatado, pouco
mais largo que alto (altura e largura no meio do corpo = 4,33 e 4,45 mm); largura relativamente
uniforme, estreitando substancialmente apenas na por¢éo posterior do corpo (largura do corpo
no nivel da cloaca 2,65 mm). Apresenta quilha vertical terminal. Em vista dorsal, a cabeca
apresenta uma forma de U com um leve estreitamento préximo a ponta do focinho (largura da
cabeca e largura na altura das narinas = 4,43 e 2,01 mm). Em vista lateral, o dorso da cabeca
ligeiramente convexo; margens da mandibula superior (labio) céncava com leve reentrancia na
altura da abertura do tentaculo; margens da mandibula inferior reta. Em vista ventral, focinho
projeta alem da boca (1,34 mm de distancia entre a margem da boca e a ponta do focinho).
Olhos néo visiveis. Abertura do tentaculo proxima da regido onde estaria os olhos, visiveis

dorsal e lateralmente. Narinas pequenas e circulares, visiveis dorsal e lateralmente.
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Colares nucais dorsal e ventralmente definidos, sendo o segundo colar nucal
parcialmente fusionado com o primeiro anel primario ventralmente; primeiro colar com
comprimento menor que o segundo. Primeiro sulco nucal dobra-se ligeiramente para dentro do
primeiro colar nucal na regido dorsolateral. Segundo sulco nucal apresenta uma ligeira curva
no meio do corpo em direcdo ao primeiro colar nucal. Terceiro sulco nucal ndo apresenta curvas.
Um sulco transversal € visivel dorsalmente em cada colar nucal, sendo o do primeiro colar
menor (0,31 mm) e menos distinto do que o presente no segundo (0,58 mm); discreto sulco
transversal visivel ventralmente na metade superior do primeiro colar (0,54 mm).

ApOs os colares, estdo presentes 121 anéis primarios, sendo 119 completos e 2
interrompidos pela cloaca. Um sulco anular posterior a cloaca. Dezessete aneis secundarios,
sendo cinco completos e 12 incompletos ventralmente ou ventrolateralmente. Quinze denticulos
anais. Série de dentes pré-maxilar-maxilar com 29 dentes monocuspides que se estendem
posteriormente além da margem posterior das coanas; dentes anteriores ligeiramente maiores
do que os posteriores. Série de dentes pré-vomeropalatino com 26 dentes bicuspides, sendo essa
forma mais definida nos dentes posteriores. Série de dentes dentarios com 18 dentes

monocuspides, onde 0s dentes mais anteriores sao maiores que 0s posteriores.

Coloragdo em preservativo do hol6tipo: caramelo escuro na regido dorsal do corpo. No dorso
da cabeca, manchas esbranquicadas ou creme se estendem lateralmente pelas narinas e margem
da boca até a regido dos tentaculos e de onde estariam os olhos. Ventralmente, apresenta a
coloracdo levemente mais clara; mancha creme se estende desde a margem anterior da boca,
envolvendo toda a glote, até o segundo colar nucal, onde forma um “V”. A porcéo posterior do
corpo apresenta tonalidade mais escura que a da porcdo anterior, tanto dorsal quanto
ventralmente; na regido da cloaca, mancha creme é observada se estendendo até cerca de dois

anéis primarios anteriores a mesma.

Coloracéo em vida: A espécie apresenta coloracdo rosa por todo o corpo, sendo levemente

mais esbranquicada ventralmente.

Variagdo: Alguns espécimes apresentaram a quilha terminal pouco distinta, mas presente.
Quanto a coloragéo, as manchas creme no dorso da cabega néo apresentaram um padréo claro,
alguns espécimes a apresentaram cobrindo quase toda a cabeca, enquanto em outras, essas se
restringiram a regido dorsolateral, sendo, portanto, uma expansdo da coloracdo da area

tentacular para o dorso da cabeca. Para mais informac@es sobre variacao, ver Tabela 12.
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Distribuicao: Apenas conhecida da localidade tipo na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas,
municipio de Parauapebas, estado do Pard, Brasil.

Tabela 12 — Dados morfométricos e meristicos do hol6tipo e paratipos de Microcaecilia sp. nov. da
Floresta Nacional dos Carajas, Para, Brasil. M = média. DP = desvio padrdo. Variagdo = minimo e
méaximo. Todas as médias da série de paratipos foi baseada em 22 espécimes. Sete fémeas e treze
machos.

Caracteres Holdtipo Paratipos
MUFAL 10234 Fémeas Machos
M + DP M + DP
(Variacao) (Variacao)
TL 235 201,14 £ 27,76 191,38 + 25,08
(146-230) (153-229)
HW 4,43 3,99+0,42 4,13 +0,52
(3,14-4,4) (3,41-4,98)
HL 6,81 6,39 + 0,52 6,42 + 0,79
(5,38-6,98) (5,44-7,54)
HH 3,34 3,09+£0,29 3,04 £0,39
(2,61-3,49) (2,51-3,68)
BW 4,45 451+0,71 4,57 £ 0,62
(3,51-5,21) (3,58-5,59)
BH 4,33 3,36 £ 0,74 1,93-4,95
(2,55-4,4) (3,64 £0,84)
WNC 4,66 4,14 £ 0,46 4,37 £0,52
(3,3-4,68) (3,59-5,31)
WTR 4,38 4,46 £ 0,63 4,19 +£0,36
(3,3-5,25) (3,53-4,73)
WV 2,65 3,05+0,40 2,86 £0,41
(2,46-3,45) (1,93-3,52)
SP 1,34 1,05+ 0,20 1,09+ 0,19
(0,78-1,33) (0,85-1,45)
TN 2,45 2,18+ 0,25 2,21+0,31
(1,71-2,52) (1,75-2,8)
TCM 1,55 1,59 + 0,30 1,73+0,26
(1,15-1,94) (1,24-2,18)
TMM 0,27 0,41 +0,03 0,39 £ 0,09
(0,37-0,46) (0,27-0,55)
TT 3,50 3,31+0,28 3,34 £ 0,37
(2,84-3,75) (2,68-3,88)
NN 1,47 15+0,17 1,44 £0,14
(1,28-1,74) (1,25-1,6)
HWN 2,01 1,99 + 0,28 1,95+ 0,30
(1,61-2,4) (1,52-2,38)
NTS 1,04 0,91+0,24 0,76 + 0,18
(0,67-1,34) (0,551,12)




NMM

NCM

AP

SG

CSG

CPA

API

AlV

APV

DT

PMT

PPT

0,99

4,13

121

17

119

18

29

26

1,05+ 0,09
(0,95-1,23)
3,84 0,49
(2,96-4,54)

119,42 + 2,93

(116-125)
17,57 +2,93
(14-21)
4,28 +2,13
(1-8)
117 + 3,31
(113-123)
2,42+0,78
(1-3)
1,28 +0,95
(1-3)
0,42 +0,53
(0-1)
18,28 + 1,25
(16-20)
29,14 + 2,54
(27-34)
30 +3,55
(27-36)

1,08 + 0,09
(0,95-1,21)
4,12 £0,51
(3,34-4,73)

120,15 + 5,88

(107-131)
17,00 + 3,13
(10-21)
4,69 + 1,49
(2-8)

118,30 + 6,01
(105-129)
1,84 + 0,89

(1-4)
1,23+ 0,43
(1-2)
0,07 +£0,27
(0-1)
18,07 + 3,09
(13-23)
26,62 £3,75
(22-35)
27,53 +3,35
(22-35)

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO

5.1 Taxonomia integrativa revela a diversidade de Microcaecilia taylori lato sensu

As abordagens molecular e morfologica revelaram a presenca de duas espécies distintas
dentro de Microcaecilia taylori do sudeste do Parg, Brasil. Na abordagem molecular, a filogenia
e as redes de hapl6tipos recuperaram dois clados ou haplogrupos (A e B) dentro de M. taylori
(Figuras 5-7) com alta estruturacao genética (Tabela 4) e alta divergéncia genética (17,0% para
cytb e 19,8% para ND4). Tais divergéncias genéticas apresentaram magnitude similar aquelas
observadas entre seus congenéricos representantes de espécies nominais atualmente validas
(Tabelas 4) e as ja estimadas entres espécies congenéricas e/ou candidatos & nova espécie de
varios grupos taxondmicos (10-11% e 10-20% para cytb e ND4, respectivamente), como
salamandras (Parra-Olea et al., 2005), anfisbenideos (Mulvaney et al., 2005; VVaconcelos et al.,
2006; Albert et al., 2007; Sampaio et al., 2015) e serpentes (Mezzasalma et al., 2015). Desse
modo, tais resultados moleculares sugerem a presenca de ao menos duas espécies distintas
dentro de M. taylori.

Na abordagem morfoldgica, os clados A e B mostraram-se similares morfometricamente
(Figura 8). Entretanto, em congruéncia com a abordagem molecular, foram identificados dois
Morfogrupos (A e B) sem sobreposicdo dentro do espaco meristico, sugerindo, assim, a
presenca de histdrias evolutivas independentes dos caracteres meristicos dentro da amostragem
de M. taylori (Figura 9). Tais Morfogrupos foram distintos pelos caracteres anéis secundarios
(SG) e anéis secundarios completos (SCG), onde: o Morfogrupo A ndo apresentou anéis
secundarios e, consequentemente, ndo apresentou anéis secundarios completos; enquanto, o
Morfogrupo B apresentou uma variacdo de 10-21 anéis secundarios e 1-8 anéis secundarios
completos. Em geral, as espécies do género Microcaecilia sdo diagnosticaveis principalmente
com base no numero de anéis primarios e secundarios, juntamente com a coloracdo do corpo,
sulcos transversais nos colares nucais e alguns outros poucos caracteres dentarios (Wilkinson
etal., 2011; Wilkinson et al., 2013a,b). Entretanto, o rapido e crescente aumento no nimero de
espécies alocadas no género somado a esse limitado conjunto de caracteres taxondmicos
diagnosticos das espécies, vem comecgando a mostrar o qudo problematica essa taxonomia esta
se tornando. Aqui, apesar dos Morfogrupos se distinguirem apenas por um carater (anéis
secundarios), a auséncia desse nos espécimes do Clado A comparada com a variagcdo do mesmo
carater em espécimes do Clado B esta diferenca € suficiente para ndo ser considerada uma
variacdo trivial. Desse modo, a congruéncia entre as duas linhas de evidéncias independentes

(molecular e morfologia) sugere que os dois Clados ou Morfogrupos aqui recuperados tratam-
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se, na verdade, de espécies distintas, onde: por ndo serem encontrados caracteres que distingam
os espécimes do Clado A dos espécimes de M. taylori da localidade-tipo, no Suriname, o Clado
A mantém-se com o nome M. taylori; e, por se distinguir molecular e morfologicamente de A,
0 Clado B deve ser tratado como uma espécie distinta (M. sp. nov).

A hipoétese proposta por Maciel e Hoogmoed (2011) de que os espécimes do Para
(Parauapebas, Caxiuand, Tucurui e Belo Monte) e os especimes da localidade-tipo do Suriname
sdo coespecificos foi recentemente questionada por alguns pesquisadores que ressaltaram duas
problematicas causadas pela inclusdo desses espécimes em uma Unica unidade taxonémica
(Wilkinson et al., 2013b). A primeira seria a alteracdo no nimero de anéis secundarios, o qual
foi modificado de ausente para uma alta variacdo ndo observada em outras espécies de
Microcaecilia (0-21); e a segunda seria ampliacdo de cerca de 600 km na distribuicdo da
espécie, tornando-a atipicamente grande e disjunta. Com a descricdo do Clado B como uma
nova espécie, como aqui sugerido, a probleméatica quanto ao carater anéis secundarios se
resolve: M. taylori volta a ser a Unica espécie de Microcaecilia que ndo apresenta anéis
secundarios e o Clado B (M. sp. nov.) apresenta a variacdo de 10-21 anéis secundarios.
Entretanto, a segunda problematica, quanto a distribuicdo ampla e disjunta, ainda permanece e
uma revisdo taxondmica de M. taylori incluindo representantes ao longo de toda a distribuicao
da espécie ainda se faz necessaria.

Embora parte da evidéncia que sustenta a existéncia de uma nova espécie provenha do
uso de dados moleculares, a presenca de um carater morfologico diagnostico para a nova
espécie reforca que esses Clados ndo eram cripticos (morfologicamente homogéneos), mas sim
o resultado do conhecimento incipiente sobre a variacao intraespecifica de M. taylori, descrita
com base apenas em trés espécimes. O conhecimento limitado sobre as variacGes
intraespecificas € comum em Microcaecilia, onde 12 das 16 espécies sdo conhecidas apenas de
sua localidade-tipo (estimado através dos dados disponiveis em Frost, 2017), e em outras
espécies de cecilias ja descritas (por exemplo, Kotharambath et al., 2015). Essa primeira
problemética somada ao limitado conjunto de caracteres utilizados na taxonomia vem sendo
apontados como os principais causadores de problemas na taxonomia do grupo (Kotharambath
etal., 2015; Wilkinson et al., 2015) e, devido a isso, recentemente, inlmeros pesquisadores vém
sugerindo o uso de dados moleculares para uma melhor compreensdo da diversidade existente
de cecilias e até mesmo para auxiliar na descoberta de possiveis novos caracteres
taxonomicamente informativos (Wilkinson et al., 2013b; Wilkinson et al., 2015). Com base
nisso, conclui-se que M. taylori ndo é a exce¢do, mas sim, um caso provavelmente comum

dentro de um género que apresenta uma taxonomia reconhecidamente problematica.
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5.2 Sobre a simpatria entre Microcaecilia taylori e Microcaecilia sp. nov.

Uma peculiaridade marcante revelada na distribui¢do da diversidade de M. taylori lato
sensu foi a ampla sobreposi¢do geografica, ou simpatria, entre os Clados A e B (ou, aqui
referidos como M. taylori e Microcaecilia sp. nov., respectivamente). Microcaecilia taylori
ocorre em sete das oito localidades de Parauapebas e em Maraba, enquanto Microcaecilia sp.
nov. ocorre em sete localidades de Parauapebas. A existéncia de espécies irmas ocorrendo em
simpatria geralmente pode ser explicada por dois possiveis cenarios: especiacdo simpatrica ou
contato secundario precedido de especiacdo alopatrica.

No seculo XX, era praticamente consenso universal que a especiacdo em geral se dava
por alopatria (Jordan, 1905; Kellogg, 1907; Mayr, 1942, 1963). Entretanto, no final do mesmo
periodo, Schliewen et al. (1994) apresentaram evidéncias convincentes de especiacao
simpatrica por alguns peixes ciclideos africanos e, desde entdo, exemplos adicionais vem
corroborando a presenca de especiacdo sem isolamento geografico e revelando que a
especiacdo simpétrica pode ser mais comum do que se pensava no século passado (por exemplo,
Dieckmann e Doebeli, 1999; Kondrashov, 1999; Sorenson et al., 2003; Bolnick e Fitzpatrick,
2007; Papadopulos et al., 2011). De fato, a especiacdo simpatrica vem sendo bem estudada em
uma espécie fossorial de roedor (Spalax galili), onde pesquisadores vém sugerindo uma relago
entre linhagens distintas e diferentes tipos de solo (Polyakov et al., 2004; Hadid et al., 2013; Li
et al., 2015; Skliba et al., 2015). Entretanto, para a amostragem de M. taylori e Microcaecilia.
sp. nov. utilizada aqui, ndo se tem nenhum dado ecoldgico que poderia ser utilizado para avaliar
se ha descontinuidade ambiental entre as distribuicdes das espécies. Embora alguns estudos
apontem especiacdo simpatrica apenas com base em dados filogenéticos, dada a labilidade
evolutiva da distribuicdo geogréfica, o fato de Microcaecilia sp. nov. e M. taylori terem sido
recuperada como espécies irmas aqui ndo refuta fortemente o cenario alternativo de que as
espécies especiaram em alopatria e subsequentemente expandiram suas distribuicfes para
entrar em simpatria (Losos e Glor, 2003).

Nesse segundo cenario possivel, poderia ser considerada a ocorréncia de um gargalo na
linhagem de M. taylori seguida de uma expansao populacional e dispersao nas areas geogréaficas
ocupadas por Microcaecilia sp. nov. Essa expansado populacional proposta para a linhagem de
M. taylori pode ser sustentada pelos testes de neutralidade (Tabela 3) e pela estrutura de estrela
observada na rede de haplotipos (Figuras 4 e 5), estrutura indicativa de tal fendbmeno (Forster
etal., 2001). O mesmo cendrio de contato secundario ja foi postulado anteriormente para répteis

e anfibios fossoriais, como uma espécie de anfisbenideo (Albert et al., 2007) e uma de Anura
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(Gongalves et al., 2009) que compartilham o mesmo modo de vida com Microcaecilia.
Entretanto, analises mais especificas e uma amostragem mais ampla incluindo outras possiveis
areas onde essas espécies co-ocorrem (Caxiuna e Belo Monte, Pard, Brasil; ver distribuicdo de
M. taylori lato sensu disponivel em Maciel et al.,, 2011) podem esclarecer melhor os

mecanismos envolvidos na especiacao dessas espécies.
5.3 Implicacdes para conservacao

Estes resultados sugerem a existéncia de entidades distintas com historias demogréficas
distintas. Consequentemente, reforcam a necessidade de que tais entidades sejam avaliadas
separadamente quanto aos seus status de conservacdo, pois para se determinar parametros
basicos, como de protecdo e niveis de ameaca, sdo necessarios dados taxonémicos precisos
(Rondinini et al., 2006).
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6 CONCLUSAO

A abordagem molecular utilizando dois fragmentos mitocondriais (cytb e ND4) revelou
M. taylori como um complexo de espécies, sendo essa constituida por dois Clados ou
Haplogrupos (A e B) profundamente divergentes. Congruentemente, a abordagem morfoldgica
utilizando caracteres meristicos, revelou a presenca de dois Morfogrupos (A e B), 0s quais séo
facilmente distinguiveis pelo carater anéis secundarios. Desse modo, com base na congruéncia
de duas linhas de evidéncias independentes (molecular e morfoldgica) e seguindo a taxonomia
integrativa por congruéncia (sensu Padial et al., 2010), conclui-se que a amostragem de M.
taylori aqui analisada é composta, na realidade, por duas espécies: entidade A, a qual sugere-
se manter o nome M. taylori, por ndo apresentar caracteres para diferencia-la dos espécimes da
localidade-tipo; e a entidade B, a qual € considerada aqui como um téxon distinto,
diagnosticavel molecular e morfologicamente e para o qual ndo existe nome disponivel na

literatura.
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APENDICE A — Amostras de tecido de Microcaecilia taylori do sudeste do Par4, Brasil,
utilizados na abordagem molecular (N = 127). Espécimes utilizados na abordagem

morfoldgica apresentam o sexo definido (N =67).

Clado Localidades Coordenada ID das MUFAL UFMT Sexo
amostras
A Maraba M1 5°25'24,81"S, 80 10563 - F
Para, Brasil 49°5'8,16" O
A M1 82 10555 - -
A M1 84 10559 - F
A M1 109 10564 - M
A M1 119 10560 - M
A M1 193 10556 - J
A M1 194 10558 - M
A Parauapebas, Pl 6°3'8,12"S, 5 10303 - -
Para, Brasil 50° 7' 40,48" O
A P1 13 10339 - -
A P1 20 10265 - -
A P1 26 10293 - -
A P1 33 10272 - M
A P1 42 10470 - F
A P1 45 10313 - M
A P1 48 10365 - F
A P1 65 10298 - F
A P1 70 10273 - M
A P1 77 10328 - J
A P1 86 10269 - M
A P1 91 10285 - M
A P1 112 10260 - F
A P1 114 10289 - F
A P1 122 10359 - M
A P1 156 10331 - J
A P1 189 10305 - -
A P2 6°2'27,51"S, 69 - 11525 -
50° 6' 48,95"0
A P2 72 - 11526 -
A P2 88 - 11537 -
A P2 98 - 11530 -
A P2 100 - 11536 -
A P2 101 - 11529 -
A P2 124 - 11533 -
A P2 126 - 11538 -
A P2 129 - 11527 -
A P2 186 - 11535 -
A P2 187 - 11540 -
A P2 188 - 11539 -
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APENDICE B — Protocolo de purificacio por isopropanol

Transferir as amostras para tubos eppendorf de 2,0ml previamente identificados;
Adicionar 72l de isopropanol a 65% em 15-20ul dos produtos de PCR;

Agitar suavemente;

Colocar os tubos na centrifuga e dar um short spin até a velocidade de rotagdo chegar a
5000rcf;

Deixar na centrifuga em repouso por 20 minutos;

Centrifugar a 14000rcf por 15 minutos;

Descartar o sobrenadante;

Adicionar 250pl de etanol a 60% nos tubos;

Deixar em repouso na centrifuga por 5 minutos e, em seguida, centrifugar por 5 minutos
a 14000rcf;

Descartar o sobrenadante por pipetagem: encoste a ponteira do lado oposto onde o pellet
foi precipitado;

Secar os tubos abertos por 1 minuto no termobloco a 96°C.

Ressuspender o pellet em 15ul de H20qsp.
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APENDICE C — Grafico da matriz de dados total do fragmento mitocondrial citocromo b,

mostrando a relacdo entre a distancia genética, calculada com o modelo GTR, e a frequéncia

de transi¢des (azul) e transversdes (verde).

# Transicio

Transicio e transversio

Transversio

0.00 | | | | | |
0.0000 0.0296 0.0591 0.0887 0.1182 0.1478 01774

Distincia genética



73

APENDICE D — Grafico da matriz de dados total do fragmento mitocondrial NADH

dehydrogenase subunit 4, mostrando a relagdo entre a distancia genética, calculada com o

Transicdo e transversio

modelo GTR, e a frequéncia de transigdes (azul) e transversoes (verde).

0132

0.09

0.07

0.04

0.02

0.00
0.0000

0.0355 0.0711 0.1066 0.1421 077y 0.2132

Distincia genética

# Transicio
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APENDICE E - Inferéncia bayesiana com base em um fragmento mitocondrial (cytb)
mostrando as relacdes filogenéticas para Microcaecilia taylori do sudeste do Pard, Brasil.

Gr

.

ia larvata

Localidades

[ Jeyoyoy Xof X X

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
2]
M1

0,04

1y

0,99

Microcaecilia unicolor

Luetkenotyphlus brasiliensis

0,98

0,78

ilia sp.
5D

M8z
MB4
M109
M193
154

— m119
M5
w20
mM26
mas
mas

F mss

m70

Clado A

Clado B




75

APENDICE F - Inferéncia bayesiana com base em um fragmento mitocondrial (ND4)

mostrando as relacdes filogenéticas para Microcaecilia taylori do sudeste do Pard, Brasil.

Localidades
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APENDICE G - Paréatipos de Microcaecilia epiteto sp. nov. coletados na em cinco pontos na

Floresta Nacional de Carajas, municipio de Parauapebas, estado do Para, Brasil.

Ponto de coleta (coordenadas) MUFAL Data de coleta
P1 (6°3'8,127" S, 50° 7' 40,488" O) 10362 10/07/2011
10254 31/05/2011
P3(6°2'29,711" S, 50° 9' 8,574" O) 10225 08/06/2011
10253 24/05/2011
10489 09/06/2011
P4 (6°3°29,191” S, 50° 11° 50,381 O) 10229 24/05/2011
10230 31/05/2011
10232 31/05/2011
10234 19/05/2011
10239 08/06/2011
10240 24/05/2011
10250 31/05/2011
10255 31/05/2011
10256 08/06/2011
10268 09/06/2011
10284 31/05/2011
10495 08/06/2011
10496 02/05/2011
10502 02/05/2011
P7 (6° 2'35,831" S, 50° 11' 37,446" O) 10350 26/10/2011
P8 (6° 4' 24,908" S, 50° 10' 45,659" O) 10327 28/10/2011

10345 28/10/2011




