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RESUMO

Brachycephalus ¢ um género de anuros endémicos da floresta Atlantica, com
distribuicdo geralmente restrita a ambientes alto-montanos. A miniaturizagdo é um
dos fendbmenos peculiares de sua biologia. Essa monografia propde uma analise
comparativa da variagdo do tamanho de corpo em Brachycephalus, ao longo de
gradientes latitudinal e altitudinal de sua distribuicdo geografica. E testada a hipdtese
de maior grau de miniaturizagdo em maiores latitudes e altitudes, considerando 14
espécies atualmente descritas e seis novas recentemente descobertas. A correlagao
entre as variaveis tamanho de corpo, latitude e altitude é obtida através da analise
filogenética de quadrados minimos generalizada. Os dados mostram melhor ajuste a
um modelo de evolugdo por selegcao estabilizadora e os resultados da analise
suportam o efeito de ambas as variaveis sobre a evolugdo da miniaturizagdo no
género. Foi encontrada uma relagdo oposta a regra de Bergmann: latitude e altitude
mostraram correlagdo negativa com a variagdo do tamanho de corpo entre os
sapinhos-da-montanha, com efeito preponderante da latitude. Esses resultados séo
discutidos quanto ao desenvolvimento de Brachycephalus ser limitado por condigbes
ambientais.

Palavras-chave: Regra de Bergmann. PGLS. Hiper-ossificagao.



ABSTRACT

Brachycephalus is an endemic frog genus of the Atlantic forest, with distribution
generally restricted to mountain tops. Miniaturization is one of the peculiar
phenomena of its biology. This study proposes a comparative analyses of the
variation in body size across latitudinal and altitudinal gradients throughout
Brachycephalus’ distribution. The hypothesis of increasing levels of miniaturization
being found in higher latitudes e altitudes is tested, considering 14 described species
and six recently discovered ones. The correlation between the variables body size,
latitude and altitude is inferred through a phylogenetic generalized least squares
analysis. The data shows a better fit to an evolution model of stabilizing selection and
the results support the effect of both latitude and altitude on the evolution of
miniaturization in Brachycephalus. Correlation was found in opposite direction to
Bergmann’s rule: both latitude and altitude show supportive negative correlation with
body size, with a preeminent effect of latitude. These results are discussed in terms
of Brachycephalus’ development being limited by environmental condition.

Key words: Bergmann'’s rule. PGLS. Hyperossification.
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APRESENTAGAO

O género Brachycephalus € endémico da floresta Atlantica, caracterizado por
sua distribuicdo geralmente restrita a ambientes alto-montanos. Um fendbmeno tipico
da biologia de Brachycephalus, € a miniaturizagdo. Embora reconhecida para
diversos grupos de animais, sua importédncia e consequéncias para a biologia e
evolugdo ainda s&do desconhecidas. Os dados ja disponiveis para esses anuros
permitem a busca de uma melhor compreensédo sobre os mecanismos envolvidos
em seu processo evolutivo. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi testar a
hipétese de variagdo de tamanho corporal ao longo de gradientes latitudinal e
altitudinal, resultando em maior grau de miniaturizagdo em maiores latitudes e

altitudes.

Na primeira parte da monografia, o género Brachycephalus € apresentado e
caracterizado quanto a distribuicdo geografica, diversidade e peculiares da historia
de vida e biologia, justificando o microendemismo e miniaturizagdo desse grupo
taxondmico. Trata, também, da definigdo da regra de Bergmann para gradientes de
tamanho de corpo, revisando seu suporte entre taxons e brevemente discutindo os
mecanismos responsaveis pela observagdo dos padrdes. A abordagem
metodologica de contrastes é descrita. Na segunda parte do trabalho, s&o
apresentadas consideracdes sobre os materiais, métodos, resultados, a discussao e

conclusao.
REVISAO BIBLIOGRAFICA
BRACHYCEPHALUS E A FLORESTA ATLANTICA

O género Brachycephalus (Anura: Brachycephalidae) constitui um grupo
notavel de anuros, com inumeras peculiaridades em sua historia de vida.
Denominados popularmente sapinhos-de-montanha, s&o endémicos da floresta
Atlantica no sul e sudeste do Brasil (ex. RIBEIRO et al., 2005, POMBAL JR. &

GASPARINI, 2006, NAPOLI et al., 2011).

A floresta Atlantica é considerada um dos hotspots de riqueza e biodiversidade



do mundo. E também caracterizada por um alto nivel de endemismo, representado
pelas mais de 8.500 espécies endémicas (MYERS et al., 2000) que correspondem a
cerca de 50 % da fauna e flora local (COSTA et al., 2000). Apesar de sua
importadncia como um bioma altamente diverso, esta entre os mais ameacgados.
Estima-se que a distribuicdo original da floresta Atlantica excedia 1,5 milhdes de km?
que se estendiam desde o nordeste brasileiro até partes do Paraguai e Argentina
(GALINDO-LEAL & CAMARA, 2003). Atualmente, mais de 93 % dessa formagao foi
perdida (MYERS et al. 2000) e as areas remanescentes concentram-se
principalmente ao longo da costa brasileira. Esfor¢os consideraveis tém sido feitos
para implementar estratégias eficientes de conservagao e definir regides prioritarias
para protecao (TABARELLI et al., 2005). Apesar do alto grau de fragmentacgéo e
perda de ambientes na floresta Atlantica, novas espécies continuam sendo
descobertas (MORELLATO & HADDAD, 2000).

Um dos maiores desafios a conservacdo de um bioma complexo como esse €
compreender 0s processos que geraram e mantém sua biodiversidade (MORITZ,
2002). Neste sentido, pouco se sabe sobre a histéria evolutiva da floresta Atlantica e

0S mecanismos responsaveis pela distribuicdo atual de suas espécies.
MICROENDEMISMO DOS SAPINHOS-DE-MONTANHA

Atualmente, os sapinhos-de-montanha sao representados por 15 espécies
descritas que apresentam distribuicdo disjunta ao longo das serras do Mar e da
Mantiqueira (POMBAL JR. & IZECKSOHNI, 2011; HADDAD et al., 2010; POMBAL
JR., 2010).

O padrdo de microendemismo observado no género Brachycephalus é
justificado ao considerar sua baixa capacidade de dispersao e preferéncia por viver
na serrapilhneira em ambientes alto-montanos, garantindo o isolamento das
populagdes por vales. Varias espécies de Brachycephalus sao descritas e
conhecidas para montanhas especificas, principalmente na Serra do Mar (ex.
POMBAL JR. et al., 1998; RIBEIRO et al., 2005; ALVES et al., 2006). Além de sua
biologia e ecologia peculiares (POMBAL JR., 1992, 1999; POMBAL JR. et al., 1994
WISTUBA, 1998), os sapinhos-de-montanha constituem um grupo notavel pelo



10

colorido marcante e potencial aposematismo (SEBBEN et al. 1986, PIRES et al.
2005).

MINIATURIZACAO EM BRACHYCEPHALUS

O género Brachycephalus é também caracterizado pelo alto grau de
miniaturizacdo (YEH, 2002). Esse fendbmeno refere-se a evolugdo do tamanho de
corpo reduzido em uma linhagem. Os sapinhos-de-montanha n&o ultrapassam 18
mm de comprimento rostro-cloacal e incluem alguns dos menores tetrapodes
terrestres conhecidos. A menor espécie descrita para o género é Brachycephalus
didactylus, em que machos medem no maximo 8,6 mm de comprimento rostro-
cloacal e fémeas 10,2 mm (IZECKSOHN, 1971; ESTRADA & HEDGES, 1996, LEHR
& CATENAZZI, 2009, KRAUS, 2011).

A reducdo corporal tem consequéncias e custos para a biologia de um
organismo e esse fendbmeno esta geralmente associado a simplificagdo ou perda de
estruturas (HANKEN & WAKE, 1993). Para Brachycephalus é descrita a perda de
falanges nos apéndices anteriores e posteriores, consequente redu¢do do numero
de digitos e a auséncia de outros elementos 6sseos (YEH, 2002). Outro aspecto
associados a evolugdo da miniaturizagdo nesse grupo de anuros € a hiper-
ossificagdo de ossos do cranio e vértebras. O grau de mineralizagdo varia, sendo
ausente em algumas espécies do género (CLEMENTE-CARVALHO et al., 2009).

Brachycephalus apresenta desenvolvimento direto, com ovos grandes e em
pequeno numero. Essa estratégia ecoldgica reprodutiva € também descrita para
anuros nado miniaturizados, mas em consequéncia do tamanho de corpo
extremamente reduzido, é possivel que essa especializagao facilite a sobrevivéncia
de Brachycephalus na serrapilheira (HANKEN & WAKE, 1993, POMBAL JR., 1999).

Embora a miniaturizagdo seja um fenbmeno comum em animais (BUCKUP,
1993, HANKEN & WAKE, 1993 e referéncias CHEN & CHAO, 1997, RIEPPEL &
CRUMLY, 1997), estudos sobre a importancia e consequéncias para a biologia e
evolugédo ainda séo escassos (ex. BLANCKENHORN, 2000; DUDLEY, 2000; YEH,
2002).
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A DIVERSIDADE DO GENERO

O primeiro estudo abrangente sobre as relagbes filogenéticas de
Brachycephalus (CLEMENTE-CARVALHO et al., 2011b) indicou um clado sulino,
representado pelas espécies descritas do Parana (B. brunneus, B izecksohni, B.
pombali, B. ferruginus e B. pernix), como um grupo monofilético independente das
outras linhagens. Viagens de campo realizadas nos ultimos dois anos pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Dindmica Evolutiva e Sistemas Complexos, UFPR,
encontraram 13 espécies novas de Brachycephalus ao longo da regido sul da
floresta Atlantica e pertencentes a este clado. Considerando a existéncia de varias
novas espécies do género encontradas ao longo de uma pequena extensao
geografica, aproximadamente 100 km de floresta Atlantica, esses resultados indicam
que a diversidade de Brachycephalus tem sido consideravelmente subestimada.
Sugere-se que a diversificagdo do clado sulino de Brachycephalus pode ter ocorrido
de maneira acelerada e associada ao estabelecimento de padrdes de
microendemismo (PIE et al., n&o publicado).

A extrema limitac&o da distribuicdo geografica de Brachycephalus em "ilhas" no
topo de montanhas é responsavel pela particular vulnerabilidade a extingdo das
espécies do género. Em geral, as principais consequéncias do endemismo s&o alto
grau de endogamia, baixa variabilidade genética e elevado risco frente a disturbios e
mudangas ambientais (FREELAND, 2005). Por outro lado, a peculiaridade de suas
distribuicdes geograficas torna essas espécies excelentes modelos para entender a

dindmica de ambientes montanos durante o passado evolutivo recente.

REGRA DE BERGMANN

A variagdo do tamanho de corpo ao longo de gradientes ambientais € uma das
tendéncias ecogeograficas mais intensamente estudadas (ANGILLETTA &
DUNHAM, 2003). Desde sua proposta em 1847, a regra de Bergmann tem recebido
constante e consideravel atencao (BLACKBURN et al., 1999). Refere-se a variagao
geografica do tamanho de corpo em animais. Carl Bergmann argumentou que duas
espécies de animais endotérmicos diferindo apenas quanto ao tamanho do corpo
teriam suas distribuicbes geograficas determinadas pelo tamanho corporal. Animais
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menores exigiriam climas mais quentes para sobrevivéncia, levando a
predominancia de espécies maiores em direcdo aos polos e menores proximas a
linha do Equador. Em sua definicdo original, Bergmann considerou o efeito como
interespecifico entre espécies proximamente relacionadas (JAMES, 1970).
Entretanto, a regra de Bergmann ja foi examinada e testada em uma variedade de
niveis taxondmicos: entre individuos de uma mesma espécie (BARNETT, 1977,
SMITH, 1998), entre espécies de um mesmo género (GITTLEMAN, 1985), entre
grupos funcionais (COTGREAVE & STOCKLEY, 1994), entre espécies de niveis
taxondbmicos mais elevados (ZEVELOFF & BOYCE, 1988, COTGREAVE, 1994,
BLACKBURN & GASTON, 1996b). Inicialmente a validade da regra foi considerada
apenas para endotérmicos, como originalmente proposto por Bergmann, porém,
estudos posteriores procuraram reconhecer o padrdo também entre ectotérmicos
(HAWKINS, 1995, MOUSSEAU, 1997, PARTRIDGE & COYNE, 1997, BELK &
HOUSTON, 2002). Entretanto, mesmo procurando abranger ampla diversidade de
taxons e regides geograficas, sua aplicagdo como regra ainda permanece

controversa.

Um consenso sobre a validade da regra de Bergmann existe para mamiferos e
aves. Entre mamiferos o padrdao descrito pelo gradiente € comumente observado
(ASHTON et al., 2000, MEIRI & DAYAN, 2003, BLACKBURN & HAWKINS, 2004),
embora ndo se aplique a algumas espécies (MEIRI & SIMBERLOFF, 2004). Grande
parte das aves também exibe gradiente de tamanho de corpo (ASHTON, 2002a,
MEIRI & DAYNA, 2003). Entretanto, evidéncias para a prevaléncia da regra de
Bergmann em ectotérmicos permanecem conflitantes. Peixes parecem respeitar a
regra em nivel interespecifico (RAY, 1960), embora pouco suporte seja encontrado
entre espécies (BELK & HOUSTON, 2002). Considerando anfibios, o suporte é tanto
a favor (RAY, 1960, LINDSEY, 1966) quanto contra (FEDER et al., 1982). Ashton
(2002b) propbs estudo bastante abrangente sobre a tendéncia a variacdo do
tamanho de corpo entre espécies de anfibios. Seus resultados sugeriram que os
gradientes de Bergmann sdo comuns nesse grupo. Porém, o debate sobre essa
questao continuou, pois muitos estudos apontaram para auséncia desse padrdo em
outros grupos de espécies (SCHAUBLE, 2004, KRIZMANIC et al. 2005, LAUGEN et
al. 2005, MEASLEY & VAN DONGEN 2006, ADAMS & CHURCH, 2007). Dessa

maneira, para anfibios, um padrdo geral ndo pode ser refutado ou confirmado
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(ADAMS & CHURCH, 2007).

Grande parte das divergéncias de opinido € principalmente consequéncia das
interpretacbes de evidéncias serem muitas vezes baseadas em definices
distorcidas da regra de Bergmann. Complicagbes ainda permeiam o conceito da
proposta, mesmo apos 165 anos de sua publicacdo. Além disso, o nivel taxonédmico
em que a regra de Bergmann €& considerada operante pode levar a conclusbes
tendenciosas. Diversos autores propuseram revisdes, reformulagdes e novas
definicbes para a proposta original sobre a variacdo geografica do tamanho corporal.
Como um estado derivado, consideraram a aplicagdo da regra a um nivel intra-
especifico (JAMES, 1970).

As defini¢des posteriores da regra de Bergmann generalizam o padrdo aceito
entre endotérmicos, para todos os animais. As propostas ainda substituem a relacéo
tamanho de corpo e temperatura por tamanho de corpo e latitude (BARNETT, 1977,
GOUDIE & ANKEY, 1986, CUSHMAN et al., 1993). Essa abordagem é sustentada
gragas a correlagdo consistente entre latitude e temperatura. Estudos a nivel
interespecifico tém encontrado padrdo na observacido de espécies de tamanho de
corpo maior vivendo em elevadas latitudes (POULIN & HAMILTON, 1995,
BLACKBURN & GASTON, 1996a), apesar das exce¢des (HAWKINS & LAWTON,
1995, SCHAUBLE, 2004).

A REGRA DE BERGMANN E MECANISMOS DE EVOLUGCAO

Ha consideravel divergéncia de opinido quanto a definicdo original de
Bergmann incluir a variagdo geografica do tamanho de corpo através de
mecanismos herdados. Algumas reformulag¢des da regra consideram a relagdo como
um processo puramente empirico, independente de teorias fisiologicas para
explicagdo do padrédo (RENSCH, 1938, MAYR, 1956). Outros autores consideram
explicitamente os processos responsaveis por essa tendéncia (LINDSEY, 1966,
GOUDIE & ANKEY, 1986).

A hipotese de Bergmann para a variagdo de tamanho de corpo considera a

perda de calor. Animais maiores tém menor razao area de superficie:volume que
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animais menores, ajudando na preservagao de calor em climas frios e, portanto,
levando a predominancia de animais de tamanho de corpo maior nessas condigdes.
Seis hipoteses adicionais, revisadas em Blackburn et al. (1999), foram propostas por
diversos autores na tentativa de explicar a tendéncia a observagao desse padréao.

Embora existam inumeras hipoteses para explicar a evolugdo do gradiente de
Bergmann, principalmente em animais endotérmicos, ha consideravel controvérsia
quanto a esse padrao ser esperado evoluir em ectotérmicos. A hipdtese da
conservacdo de calor pode ou nao se aplicar aqueles ectotérmicos que
termoregulam (OLALLA-TARRAGA & RODRIGUEZ, 2007, OLALLA-TARRAGA et
al., 2006). Porém, é improvavel para explicar a variagdo do tamanho de corpo em
organismos que nao termoregulam (CUSHMAN et al., 1993).

Blackburn (1999) revisa que, ao considerar tanto padrdo como processo, a
regra € geralmente refutada. Se o padrao é observado, tende-se a ser refutado o
mecanismo fisioldgico responsavel pela tendéncia observada. O autor justifica que
0S mecanismos sdo inumeros e diferenciados, portanto as possibilidades que
levariam uma espécie de tamanho corporal pequeno apresentar fitness inferior a
uma espécie de tamanho maior em climas frios sdo diversas. Uma relacido positiva
nao implica efeito do clima sobre as tolerancias térmicas dos animais se n&o incluir

uma relagao positiva intra-especifica nessa tendéncia (BLACKBURN et al., 1999).

Apesar das inumeras hipoteses propostas para explicar a evolucédo de
gradiente de Bergmann, nenhuma responde porque esse padrédo deve ser esperado
em vertebrados ectotérmicos. Tanto do ponto de vista tedrico quanto empirico, a
questao “Anfibios respeitam a regra de Bergmann?” permanece sem resposta.

METODOS FILOGENETICOS COMPARATIVOS

Compreender quais mecanismos estao envolvidos no processo evolutivo e s&o
responsaveis pela evolugdo das caracteristicas biologicas de uma espécie exige
conhecer sua historia. Obter uma filogenia € uma maneira de reconstruir uma
estimativa do passado. Muitas perguntas podem entdo ser feitas no que diz respeito

a como tais espécies evoluiram. Com o desenvolvimento da biologia molecular como
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ferramenta para o estudo da evolugcdo, métodos analiticos foram propostos e a
busca por respostas para questdes a muito tempo discutidas péde ser retomada.
Entre as abordagens, estdo as analises de macroevolugdo que consideram a
filogenia através de métodos filogenéticos comparativos (PARADIS, 2006).

Os dados disponiveis para os sapinhos-de-montanha permitem a busca de
uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos em seu processo evolutivo,
sua importancia e consequéncias. A filogenia oferece uma estimativa da historia
evolutiva das espécies e permite testar se ha correlagdo entre caracteristicas e a
filogenia (PARADIS, 2006). Através de meétodos filogenéticos comparativos, sera
testada a relacdo da variagdo de tamanho entre as espécies do género
Brachycephalus ao longo de sua distribuigdo geografica e gradientes altitudinais. A
hipétese formulada, portanto, consiste na variagdo do tamanho corporal ao longo de
gradientes latitudinal e altitudinal, resultando em maior grau de miniaturizagdo com o
aumento da latitude e altitude, em direcdo contraria a regra de Bergmann. Para 14
espécies atualmente conhecidas de Brachycephalus e 6 novas em processo de
descricdo, essa previsdo sera testada atravées de métodos filogenéticos
comparativos para inferir a correlacdo entre mudancas evolutivas e relagdes

filogenéticas nesse grupo de espécies.

ANALISE FILOGENETICA DE CONTRASTES INDEPENDENTES

Da perspectiva analitica comparativa, dois pontos devem ser considerados
quando se incorpora uma filogenia aos dados: (i) a estimativa dos modelos de
evolucgéo; e (ii) o fato que as espécies nédo sdo independentes entre si quanto a suas
caracteristicas e relagbes filogenéticas. Esses pontos estdo intimamente
relacionados, pois o impacto da filogenia na distribuicdo de uma caracteristica
depende nao apenas das relagdes entre as espécies, mas também de como essa
caracteristica evolui (HARVEY & PAGEL, 1991). Felsenstein (1985) foi o primeiro a
propor um meétodo que considera a filogenia em uma analise comparativa de
variaveis continuas, PIC (Phylogenetic Independent Contrasts). A abordagem de
contrastes independentes foi desenvolvida para investigar a correlagdo evolutiva
entre caracteristica herdadas, corrigindo o problema da falta de independéncia
estatistica. Os contrastes passam a refletir as diferengas genéticas entre as
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espécies de forma linear, porque € método € baseado no modelo de evolugao por

movimento Browniano (BM).

O método PIC de Felsenstein (1985) € o mais utilizado em analises de
correlagdo evolutiva entre caracteres quantitativos. Dele sdo derivadas abordagens
com modificagdes propostas para tornar o método mais robusto a violagbes no
pressuposto de evolugdo por BM. O método filogenético de quadrados minimos
generalizado (PGLS - Phylogenetic Generalized Least Squares) permite estimar a
relacdo entre caracteres continuos. Como modificacdo do PIC de Felsenstein,
permite considerar a filogenia e, através de testes e dependendo do modelo de
evolucdo escolhido, especifica de quais diferentes maneiras a estrutura da arvore
pode afetar a covariancia entre caracteristicas (MARTINS & HANSEN, 1997). Além
de BM, a analise PGLS implementa o modelo de evolugdo Ornstein-Uhlenbeck (O-
U). O método também inclui o calculo das correlagbes, testando varios fatores ao
mesmo tempo. Para a aplicagdo da metodologia PGLS, trés tipos de informagao séo
necessarias: (i) dados para duas ou mais caracteristicas fenotipicas para uma série
de espécies, (ii) estimativa da relacdo filogenética entre essas espécies e (iii)
comprimento de ramo da arvore filogenética em medida de mudanga (ex. tempo de
divergéncia) (GARLAND et al., 1992). Usualmente sdo utilizadas caracteristicas
fenotipicas. Porém, variaveis culturais e ambientais também podem ser utilizadas,
desde que sejam passadas para a proxima geragao e apresentem uma distribuicao
continua. Variaveis como latitude ou precipitagdo média anual ndo sdo herdadas no
sentido genético convencional, porém s&o herdaveis considerando que o0s
organismos nascem no mesmo local e sob as mesmas condigbes ambientais a que
seus pais sobrevivem (GARLAND et al., 1992).

A arvore filogenética utilizada precisa ser binaria/dicotbmica e o contraste &
calculado para cada par de valores. A metodologia simplificada consiste no calculo
de diferencas ponderadas (contrastes) das caracteristicas entre pares de espécies,
incluindo tanto os terminais da filogenia quanto os nds. O calculo & feito dos
terminais para o ramos mais internos e o contraste calculado é independente dos
demais em termos do processo evolutivo responsavel pela diferenca entre as
espécies de um unico contraste. Assim, para n espécies, n-1 contrastes sao

calculados (PARADIS, 2006). A covariancia entre um par de espécies para dada
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caracteristica depende apenas do tempo de divergéncia, decrescendo linearmente
com no caso de evolugao por BM e exponencialmente por O-U (DINIZ FILHO, 2000,
MARTINS & HANSEN, 1997). Apdés o ajuste aos modelos e aplicagdo dos
contrastes, os valores obtidos sdo independentes da filogenia e métodos estatisticos
de correlagdo sao aplicados como parte da analise.

MATERIAL E METODOS

ESCOLHA DE VARIAVEIS

Na pesquisa para esta monografia, o efeito da latitude na evolugcdo da
miniaturizagdo em Brachycephalus foi investigado através da analise PGLS para a
correlacdo entre trés variaveis: comprimento rostro-cloacal, latitude de distribuicdo e

altitude de ocorréncia.

Para cada espécie, a obtencdo de uma estimativa dos valores tipicos das
variaveis foi realizada através do calculo da média. Abordagens contrastantes
utilizam medidas estatisticas de densidade e moda, que consideram o valor com
maior frequéncia na amostra, eliminando a variagao dos dados. A média é sensivel a
presencga de valores discrepantes, mas esse tratamento foi escolhido justamente por
contemplar a variagao dos dados.

COMPILACAO DOS DADOS

Para 14 espécies descritas de Brachycephalus, os valores de comprimento
rostro-cloacal médio foram obtidos a partir da literatura (Tabela 1), considerando
machos e fémeas separadamente. Dados provenientes das descricbes foram
priorizados, mas em casos de indisponiveis os valores ou quando nao foi possivel
acesso a publicagdo, as medidas foram compiladas de outros estudos (ALMEIDA-
SANTOS et al.,, 2011, CLEMENTE-CARVALHO et al., 2011b). Para as espécies
novas ainda nao descritas, as medidas foram concedidas pelo laboratério de
Dinamica Evolutiva e Sistemas Complexos (PIE et al., ndo publicado) e DZUP
Colecao de Herpetologia, Departamento de Zoologia, Universidade Federal do
Parana. Todos os espécimes haviam sido medidos com precisdo de 0,1 mm
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utilizando paquimetro digital, excluindo juvenis. A partir dos dados compilados, foi
calculado o comprimento rostro-cloacal tipico para cada espécie, representado pela
meédia entre o tamanho de corpo médio para machos e para fémeas.

Tabela 1. Literatura, museu e colegao consultados para compilagdo dos dados comprimento rostro-
cloacal, distribui¢ao latitudinal e altitudes de ocorréncia.

Espécies Referéncias

B. alipioi Pombal Jr. & Gasparini, 2006, CFBH

B. brunneus Ribeiro et al., 2005, DZUP

B. ferruginus Alves et al., 2006, CFBH

B. hermogenesi Giaretta & Sawaya, 1998, Pimenta et al. 2007, ZUEC-AMP
B. izecksohni Ribeiro et al., 2005, CFBH

B. pernix Pombal Jr. et al., 1998, CFBH, ZUEC-AMP
B. pitanga Alves et al., 2009

B. pombali Alves et al., 2006, CFBH, Pie et al., nao publicado
B. toby Haddad et al., 2010

B. vertebralis Pombal Jr., 2001

B. ephippium Clemente-Carvalho, 2011b

B. didactylus Almeida-Santos et al., 2011

B. nodoterga Pombal Jr., 2010

B. garbeanus Pombal Jr., 2010, CFBH

B. sp1 Pie et al., ndo publicado

B. sp2 Pie et al., ndo publicado

B. sp3 Pie et al., ndo publicado

B. sp4 Pie et al., ndo publicado

B. sp5 Pie et al., ndo publicado

B. sp6 Pie et al., ndo publicado

Os registros de latitude e altitude de todas as espécies atualmente descritas de
Brachycephalus foram obtidos diretamente da DZUP Colecdo de Herpetologia,
Departamento de Zoologia, Universidade Federal do Parana, e através do portal
Specieslink (http://www.splink.org.br) para as seguintes instituicbes: CFBH -

Colecédo "Célio F. B. Haddad", Instituto de Biociéncias — Universidade Estadual
Paulista — Campus de Rio Claro; DZSJRP — Cole¢ao de Anfibios do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — Universidade Estadual Paulista — Campus
de Sado José do Rio Preto; FNJV — Fonoteca Neotropical "Jacques Vielliard",
Universidade Estadual de Campinas; MBML — Museu de Biologia Professor Mello
Leitdo; MHNCI — Museu de Historia Natural Capao da Imbuia, Prefeitura Municipal
de Curitiba; SinBiota — Sistema de Informacdo do Programa Biota, Fapesp,
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo; ZUEC — Museu de
Zoologia, Universidade Estadual de Campinas). Uma verificagdo cautelosa dos
registros dos 544 espécimes através do portal Specieslink indicou consideravel
incerteza quanto ao nivel de detalhes na identificacdo de espécies e precisdo de
coordenadas geograficas. Portanto, devido aos efeitos negativos potenciais de
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registros incorretos, apenas as coordenadas das localidades tipo foram utilizadas
para B. alipioi, B. brunneus, B. ferruginus, B. hermogenesi, B. izecksohni, B. pernix,
B. pitanga, B. pombali, B. pulex, B. toby, B. vertebralis e B. garbeanus. Devido a
incertezas também quanto a distribuicdo de B. ephippium apds revalidacdo de suas
antes consideradas variedades (POMBAL, 2010), foram incluidos apenas os quatro
registros de B. ephippium indicados por Clemente-Carvalho et al. (2011a). Registros
adicionais de B. hermogenesi foram incluidos baseado em Pimenta et al. (2007),
excluindo apenas um dado pouco preciso. Devido a auséncia de coordenadas nas
descrigdes originais, registros para B. didactylus e B. nodoterga foram obtidos de
Almeida-Santos et al. (2011) e Pombal Jr. (2010), respectivamente. Finalmente, a
compilagcdo de dados também incluiu sete registros de ocorréncia para seis novas
espécies recentemente descobertas e em processo de descrigdo (PIE et al., ndo
publicado). Para a obtengdo de uma estimativa do registro de ocorréncia tipico para
espécies com mais de um registro, foi calculada a média dos dados disponiveis.
Para as demais espécies descritas o registro foi unico e portanto representou a
latitude tipica. Os valores tipicos de altitude foram obtidos através da média dos

dados disponiveis para uma dada espécie.

A compilagdo dos dados considerou 20 espécies, 14 descritas e 6
recentemente descobertas (Tabela 2), reunindo em uma matriz os valores tipicos por
espécie calculados através da média para tamanho de corpo, latitude e altitude.
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Tabela 2. Dados compilados para 20 espécies de Brachycephalus referentes ao comprimento rostro-
cloacal (CRC) médio para machos e fémeas, os respectivos tamanhos amostrais (N), a faixa
latitudinal de distribuig&o e altitudinal de ocorréncia.

CRC médio CRC médio

Espécies macho (N) fémea (N) Latitude Altitude
B. alipioi 13,9 (14) 13,9 (14) 20°28'24”S 915-1439
B. garbeanus 14,3 (2) 17,6 (1) 22°21'37"S 1300
B. didactylus 8,0 (18) 9,45 (18) 22°25'17"S-22°25'17"S  35-850
B. ephippium 13,6 (11) 13,6 (11) 22°28'50"S- 23°11°00”’S  150-1265
B. vertebralis 12,9 (27) 12,9 (27) 23°10'38"S 630-945
B. pitanga 11,5 (9) 13,4 (10) 23°20'40"S 60-935
B. hermogenesi 8,7 (3) 10,5 (4) 23°22'21"S-23°42'08"S  60-700
B. toby 11,8 (8) 13,9 (9) 23°27'20"S 750
B. nodoterga 12,4 (1) 12,4 (1) 23°42'00"S 750-1170
B. brunneus 9,8 (24) 11,54 (11) 25°14'18"S 1300-1630
B. sp3 9,35 (1) 9,35 (1) 25°20'51"S-25°21'15"S ~ 1135-1405
B. pernix 12,5 (23) 14,9 (5) 25°23'19"S 1135-1400
B. ferruginus 12,2 (9) 13,8 (4) 25°27'03"S 1000-1400
B. pombali 12,9 (4) 14,22 (3) 25°35'568"S-25°36'40"S  915-1300
B. izecksohni 11,1 (11) 12,8 (4) 25°37'29"S 1000-1400
B. sp4 9,7 (7) 11,4 (3) 25°53'22"S 1400-1420
B. sp2 9,9 (5) 11,9 (5) 26°01'17"S 1240-1285
B. sp6 10,9 (2) 13,5 (1) 26°06'51"S 1270
B. sp5 9,7 (2) 11,3 (1) 26°13'59"S 800-835
B. sp1 95(1) 10,7 (1) 26°47'59"S 640-790

AJUSTE DOS DADOS A UM MODELO DE EVOLUGAO

O PGLS envolve o ajuste dos dados a um modelo de evolugdo. Através das
estimativas de maxima verossimilhanca e AIC (Akaike Information Criterion), foi
testado estatisticamente entre BM e O-U, qual modelo explica melhor a evolugao do
tamanho de corpo em Brachycephalus. O melhor modelo deve apresentar maior
verossimilhanga e o menor valor de AIC. Como O-U tem um parametro a mais que
BM, a comparagao das verossimilhangas pode ser feita através de LRT (Likelihood
Ratio Test) considerando 1 grau de liberdade. Delta (d) € o dobro da raz&o entre as
verossimilhangas do modelo mais complexo (O-U) e do mais simples (BM). Para o
logaritmo das verossimilhangas, d é calculado por subtragdo. Quanto maior for a
diferenga de d para o valor zero, mais o0 modelo complexo & favorecido em relagao

ao mais simples.
ESTIMATIVA DA FILOGENIA
A analise PGLS €& um método que utiliza a filogenia como informagéo sobre a

relagdo evolutiva entre as espécies. Para obtengdo de uma estimativa da filogenia
de Brachycephalus, incluindo espécies descritas e novas, os dados foram
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compilados de duas fontes. Foi incluida a primeira filogenia publicada recentemente
para o género (CLEMENTE-CARVALHO et al., 2011b) e sua complementacgéo foi
realizada com os dados para as novas espécies, cedidos pelo laboratério de
Dinamica Evolutiva e Sistemas Complexos (PIE et al., ndo publicado).

A filogenia foi inferida através de uma analise filogenética Bayesiana do tipo
mixed-model utilizando a abordagem analitica *BEAST implementada no programa
BEAST (DRUMMOND & RAMBAUT 2007) versao 1.5.1 (3 de setembro de 2009).
*BEAST permite considerar informagdes de multiplos genes e dados faltantes na
estimativa da filogenia (HELED & DRUMMOND, 2009). Foi utilizado o melhor
modelo de evolugdo molecular selecionado no programa jModelTest (POSADA,
2008).

METODO FILOGENETICO DE QUADRADOS MiNIMOS GENERALIZADO

O método filogenético de quadrados minimos generalizado (PGLS) é
implementado no programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) pelos
pacotes ape, geiger e nime. Consiste em utilizar os valores das variaveis e o0s
tamanhos de ramo da arvore filogenética para calculo dos contrastes, dependentes
do modelo de evolugao escolhido. As analises estatisticas para inferéncia da relacao
entre as variaveis foram realizadas considerando os dados médios para cada
espécie. O resultado é dado em termos do valor log da verossimilhanga e valor AIC
para o modelo utilizado, a correlagdo entre as variaveis e a significancia estatistica

da analise.

RESULTADOS

Os resultados da analise PGLS suportam um efeito da latitude e altitude
sobre a evolugdo da miniaturizagdo no género Brachycephalus. Os dados
mostraram um melhor ajuste ao modelo de selegdo estabilizadora, O-U, com
correlagao indicando influéncia significativa da latitude e altitude sobre o tamanho de
corpo dos sapinhos-de-montanha (Tabela 4), implicando evidéncia para gradientes
de tamanho de corpo nesse grupo taxondémico.
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ESCOLHA DO MODELO DE EVOLUGAO

O teste de ajuste dos dados a um modelo de evolugéo evidenciou O-U como
melhor explicagao para a variagdo do tamanho de corpo no género Brachycephalus.
Suporte é encontrado atraveés dos valores de maxima verossimilhanca e AIC (Tabela
3).

Tabela 3. Valores de maxima verossimilhanga e AIC referentes ao teste de ajuste dos dados de
tamanho médio de corpo aos modelos de evolugdo por movimento Browniano (BM) e processo
Ornstein-Uhlenbeck (O-U). Destacado valores que indicam melhor ajuste para explicar a evolugao do
tamanho de corpo em Brachycephalus e suas probabilidades associadas para (<0,05).

Modelo de evolugcao Maxima verossimilhanga P AIC
BM -54,992 114,734
O-U -39,37234 2,281003e-08 84,74469

Os valores de delta (d) foram significativamente diferentes de zero (Tabela 3)
e assim como os resultados da maxima verossimilhanga e AIC, evidenciam o
favorecimento do modelo O-U para explicar a evolucdo do tamanho de corpo em

Brachycephalus.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E ALTITUDINAL

Apo6s o ajuste dos dados ao modelo O-U de evolugéo, os resultados obtidos
pela analise PGLS indicam correlagdo moderada significativa entre o tamanho de
corpo e a altitude de ocorréncia das espécies (Tabela 4). O efeito da altitude sobre o
tamanho de corpo apresenta relagdo negativa, contraria ao gradiente proposto por
Bergmann. Portanto, indicando uma diminuigdo do tamanho corporal a medida que a

ocorréncia de Brachycephalus é considerada a maiores altitudes de sua distribuigao.

Evidéncia para o efeito da latitude sobre a variagdo do tamanho de corpo no
género Brachycephalus foi encontrada através da correlacdo negativa, forte e
significativa entre essas duas variaveis (Tabela 4). Em direcdo oposta a regra de
Bergmann, os resultados descrevem uma diminuigdo do tamanho corporal a medida

que considera-se maiores latitudes da distribuicdo do género.
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Tabela 4. Coeficiente de regressdo calculado por quadrados minimos generalizados entre o
comprimento rostro-cloacal e as variaveis altitude e latitude. Raz&o entre o coeficiente de variagéo e o
erro padrao dada pelo valor t. Suporte estatistico dado por P(<0,05) e em destaque correlagédo
significativa.

Coeficiente  Erro padréo Valor t P Correlagéo
Altitude 0,003832 0,001075 3,379111 0,0036 -0,430
Latitude -0,569784 0,243988 -2,335298 0,0320 -0,984

DISCUSSAO

Segundo a regra de Bergmann em sua definigdo mais recente, a correlagéo
esperada entre tamanho de corpo e as variaveis latitude e altitude € positiva.
Bergmann propde que animais de maior tamanho corporal tendem a ser
encontrados em regides a maiores latitudes ou altitudes (OLALLA-TARRAGA &
RODRIGUEZ, 2007). De maneira contraria, a relagdo esperada entre tamanho de
corpo e temperatura é negativa. A regra propde que animais de tamanho de corpo
maior tendem a ser encontrados em regides mais frias. Apesar de seguirem diregdes
opostas, as observagcbes anteriores sdo complementares gragas a correlagao
inversa consistente entre latitude/altitude e temperatura. A hipétese proposta nesse
estudo € de um padrédo oposto ao descrito pela regra de Bergmann: existéncia de
variagdo do tamanho corporal ao longo de gradientes latitudinal e altitudinal,
resultando em um maior grau de miniaturizagdo a maiores latitudes e altitudes ao

longo da distribuigdo dos sapinhos-da-montanha.

Quando determinada combinagcdo de caracteristica € consistentemente
associada entre diversas espécies, € provavel que forgas evolutivas, como a selecéo
natural, estejam moldando essa associacdo. Porém, alternativamente, essa
associacdo pode ser resultado da heranca de um ancestral comum. Ainda, a
combinacao consistente de caracteristica entre espécies pode ser consequéncia da
evolucdo ao acaso. Nesse caso, a relacdo criada entre caracteristicas € apenas
aparente, pois ndo ha associagdo evolutiva e espera-se que espécies mais
proximamente relacionadas sejam mais similares entre si que quando comparadas
com outras mais distantes. Portanto, como diferentes processos podem ser
responsaveis pela observagcdo de uma combinacdo consistente de caracteristicas
entre espécies, é necessario considerar suas relagdes filogenéticas ao analisar suas
caracteristicas (PARADIS, 2006).
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Da perspectiva analitica comparativa, um dos dois pontos que devem ser
considerados quando se incorpora uma filogenia aos dados € a estimativa dos
modelos de evolugdo. A distribuicdo de uma caracteristica depende de como ela
evolui. O modelo BM assume que um carater continuo diverge ao acaso e
indefinidamente ao longo de uma dimensado, podendo assumir qualquer valor no
espaco e aumentando a variancia como uma fungao linear do tempo. Em termos
bioldgicos, é uma boa aproximacéo inicial por modelar evolugdo neutra através de
um processo de deriva genética (DINIZ FILHO, 2000). Porém, outros modelos
devem ser avaliados quanto a um melhor ajuste aos dados. Do ponto de vista
biolégico, caracteres estdo usualmente submetidos a pressdes seletivas e sua
variacdo limitada por restricdes estruturais e de desenvolvimento (DINIZ FILHO,
2000). Felsenstein (1988) sugeriu que nesses casos, a evolugdo seria melhor
modelada por um processo O-U. O modelo recebe bastante atencdo e é uma boa
alternativa por considerar tanto o processo de deriva quanto a pressao seletiva
estabilizadora restringindo a evolugdo em torno de um dado limite (MARTINS &
HANSEN, 1997). O modelo O-U considera um limite na divergéncia dos dados
através de uma forga de restrigdo (DINIZ FILHO, 2000).

Os resultados do teste de ajuste dos dados a um modelo de evolugéo
mostraram o modelo de selec¢ao estabilizadora, O-U, como melhor explicacéo para a
variagdo do tamanho de corpo no género Brachycephalus. O-U apresenta um
parametro a mais que BM e espera-se que com o aumento da complexidade,
aumente-se também sua probabilidade de aceite em relagdo a um modelo mais
simples. Através das medidas de maxima verossimilhanga e AIC, essa expectativa
foi comprovada estatisticamente. Porém, mesmo com maior verossimilhanca e
menor AIC favorecendo o modelo mais complexo, a estatistica delta (d) deve ser
considerado, pois avalia se um aumento em complexidade dos calculos € justificado.
Quanto mais diferente de zero a raz&o entre as verossimilhangas do modelo mais
complexo e do mais simples, mais o modelo complexo & favorecido em relagdo ao
mais simples e justificando o aumento em complexidade dos calculos. Com valores
significativamente diferentes de zero e suportados por P(<0,05), o modelo de
evolugao por selecao estabilizadora foi empregado na analise PGLS.

Considerados os contrastes entre os dados e a filogenia, a relagdo entre a
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variavel dependente, tamanho de corpo, e as variaveis independentes, latitude e
altitude, mostrou-se negativamente correlacionada e suportada estatisticamente. Os
resultados descrevem tendéncia ao aumento do grau de miniaturizagcdo a medida
que considera-se maiores latitudes e altitudes de distribuicdo do género
Brachycephalus. Sustentando a hipotese inicial e confirmando da existéncia de um
gradiente de tamanho de corpo no género Brachycephalus como efeito da latitude e
altitude, a analise filogenética comparativa sugere que a relagdo entre
caracteristicas ndo é apenas aparente, mas suportada por associacao evolutiva.

A latitude tem efeito preponderante sobre a evolugdo do tamanho de corpo em
Brachycephalus. E esperada maior variagdo no grau de miniaturizacdo ao considerar
diferentes faixas de latitudes de ocorréncia. Quando considera-se diferentes faixas
de altitude de distribuicdo, o gradiente de tamanho de corpo € menos intenso.
Blackburn et al. (1999) argumentam que a relagdo revelada pelo controle da
filogenia entre tamanho de corpo e latitude € geralmente fraca. Em contraste, os
resultados obtidos nesse estudo indicam forte correlagado entre essas variaveis. Os
autores sugerem que a relagédo entre essas variaveis pode ser pouco significativa
em pequena escala. Pouca variagdo em latitude pode implicar baixa variagdo de
clima e resultar em pouco suporte para a relacdo. Por essa razdo, os autores
defendem uma maior probabilidade de suporte para a regra em comparagdes mais
amplas. Porém, no caso de Brachycephalus e sua distribuicdo ao longo da Floresta
Atléntica, essa explicagdo é pouco provavel e contraditéria dado os resultados. A
floresta Atlantica, por sua extensdo, abrange regides de complexa topografia e
relevo. Como consequéncia, € caracterizada por alta sazonalidade e gradientes
ambientais extremos ao longo de sua distribuicdo (FUNDACAO INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 1993). Gragas a essas condi¢des,
a floresta Atléntica constitui grande diversidade também em termos de zonas
climaticas e formagdes vegetacionais (FUNDACAO INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 1988). Mesmo tratando-se de uma escala geogréfica
de estudo relativamente pequena, com pouca variagdo em latitude (20 a 26°), a
diversidade vegetacional e climatica ao longo da distribuicdo de Brachycephalus é

consideravel, esclarecendo a relagao forte encontrada entre as variaveis.

O tamanho amostral € também importante para o suporte das relagdes
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encontradas. Combinar dados para espécies amostradas a partir de poucas
localidades € menos confiavel que obter registros para espécies mais extensamente
amostradas (ADAMS & CHURCH, 2007). Além disso, a variagdo das estimativas
tende a decrescer com o aumento do tamanho amostral (GOTELLI & ELLISON,
2004). Considerando a histéria de vida, biologia e grau de endemismo de
Brachycephalus, a coleta de dados de grande parte das espécies é restrita a apenas
uma localidade. Portanto, os registros sdo muitas vezes unicos, podendo afetar a
robustez dos resultados pela amostragem obrigatoriamente restrita. Porém, os
resultados mostram suporte confiavel como reflexo das relagbes filogenéticas e

variagéo consideravel das estimativas entre espécies.

Se o desenvolvimento de Brachycephalus ¢é limitado pelas condigdes
ambientais onde vivem, espera-se que o0 grau de miniaturizagdo aumente com a
latitude e altitude de distribui¢gdes. A tendéncia a espécies com menor tamanho de
corpo serem encontradas a maiores latitudes e altitudes de distribuicao é justificada
ao considerar a temperatura. Ha uma relagdo negativa consistente entre essas
variaveis e a temperatura, sendo maiores latitudes e altitudes geralmente
associadas a menores temperaturas. Sob essas condi¢cdes, os periodos de tempo
favoraveis ao desenvolvimento sdo mais curtos, limitando o crescimento desses
anuros. Para ectotérmicos, a sazonalidade melhor definida nessas regides implica
periodos reduzidos de crescimento e atingir maiores tamanhos de corpo nessas
condicbes € menos provavel. Os resultados discutidos suportam a visdo que o
desenvolvimento de Brachycephalus é limitado pelas condigbes ambientais onde
vivem. Espécies do género com maior grau de miniaturizagdo sido de fato
encontradas maiores latitude e altitudes de sua distribuigdo, refletindo a variagcao
climatica ao longo da floresta Atlantica.

As observagdes resultantes da analise de correlagéo através da abordagem de
contrastes independentes PGLS suportam a presenga de gradiente de tamanho de
corpo nesse grupo de anuros, porém contrario a diregao originalmente proposta pela
regra de Bergmann. O consenso para a afirmac¢ao “Anfibios respeitam a regra de
Bergmann” tem grande parte do suporte baseado em um estudo de meta-analise,
cuja amostragem geografica limitada pelo numero de espécie pode ter afetado os
resultados e conclusées (ASHTON, 2002b). Porém, estudos mais recentes indicam
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tanto a auséncia de padrbes de variagao geografica do tamanho de corpo (ADAMS
& CHURCH, 2007) quanto padrdes presentes e contrarios a regra de Bergmann
(ASHTON & FELDMAN, 2003, LAUGEN et al., 2005, MEASLEY & VAN DONGEN,
2006), como o observado nesse estudo.

Como sugerido por Rensch (1938) e Mayr (1956), a regra de Bergmann foi
relaxada para considerar apenas padrao. Apesar das evidéncias que confirmam a
presenca de gradiente de variagcdo do tamanho de corpo no género Brachycephalus,
permanece indefinido o mecanismo responsavel pela evolugdo da miniaturizagao
como efeito da latitude e altitude. As hipoteses até entdo propostas ndo consideram
(i) que o tamanho de corpo pode ser geneticamente limitado como decorréncia do
desenvolvimento; (ii) que a temperatura pode ser importante e relevante para o
tamanho do corpo apenas durante o periodo de crescimento. Para ectotérmicos a
sazonalidade implica periodos reduzidos de crescimento e atingir tamanhos de
corpo maiores nessas condicdes é menos provavel (OLALLA-TARRAGA et al.,
2006); elou (iii) a possibilidade da exploragdo de microclimas, abordagens que
poderiam alterar os resultados das analises.

CONCLUSAO

A hipotese inicialmente proposta considerou a latitude e altitude como efeito
preponderante na evolugdo da miniaturizagdo em Brachycephalus. A analise
filogenética comparativa ratifica essa visdo. A altitude mostrou correlagdo negativa
moderada com a variagao do tamanho de corpo entre os sapinhos-da-montanha e a
latitude mostrou-se fortemente correlacionada com o tamanho do corpo. Os
resultados suportam a visdo que o desenvolvimento de Brachycephalus é limitado
pelas condigdes ambientais onde vivem como reflexo da variagao climatica existente
ao longo da floresta Atlantica. As menores espécies de Brachycephalus sao
encontradas em maiores latitudes e altitudes, regides associadas a menores
temperaturas e consequentes periodos limitados de desenvolvimento. A pesquisa
aqui realizada abriu perspectivas adicionais para o estudo continuado da evolugao e
diversificagcao de Brachycephalus.
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