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RESUMO

SOUSA, Alessika Moura de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de 2019.
Revisao taxonémica de Ololygon tripui (Lourenco, Nascimento e Pires, 2009)
(Anura, Hylidae). Orientador: Renato Neves Feio. Coorientadoras: Maria Rita Silvério
Pires e Sarah Mangia Barros.

Ololygon Fitzinger, 1843 € representado por 48 espécies que estdo organizadas em dois
grupos, Ololygon catharinae e Ololygon perpusilla, com base em sinapomorfias
morfoldgicas e/ou histdria natural. O grupo Ololygon catharinae, atualmente é composto
por 35 espécies, que ocorrem no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. Ololygon tripui
apresenta distribui¢do restrita a ambientes serranos no sudeste do Brasil, contudo, devido
a ocorréncia de outras espécies do género ocupando estes ambientes e com morfologia
similar, ¢ comum observar espécimes associados a O. tripui (e.g. “aff”, “cf.””) depositados
em colecdes sem uma devida identificacdo. No presente estudo realizamos uma revisao
taxondémica de O. tripui, por meio de taxonomia integrativa, utilizando caracteres
morfolégicos, morfométricos, acusticos e moleculares de populacdes de diferentes
localidades, e descrevemos o canto de anuncio de O. tripui em sua localidade tipo. Nos
examinamos 87 exemplares que encontram-se depositados em colecdes zooldgicas,
sequenciamos o DNA mitocondrial de 12 individuos, e avaliamos 105 cantos
provenientes de duas localidades. A partir dos resultados das anélises, foi possivel o
reconhecimento de quatro linhagens distintas, Ololygon tripui, e outras trés inéditas:
Ololygon “Serra do Brigadeiro”, com distribui¢do ao longo do Parque Estadual Serra do
Brigadeiro; Ololygon “Nova Lima”, restrita a localidade tipo, municipio de Nova Lima,
Minas Gerais; e Ololygon “Mimoso do Sul”, com ocorréncia no Monumento Natural,
Estadual Serra da Torres, no municipio de Mimoso do Sul, Espirito Santo. As linhagens
apresentam distribuicao restrita a ambientes serranos com altitudes acima de 900m, e sao

encontradas com maior abundincia nos meses mais frios.



ABSTRACT

SOUSA, Alessika Moura de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2019.
Taxonomic revision of Ololygon tripui (Lourenco, Nascimento e Pires, 2009) (Anura,
Hylidae). Adviser: Renato Neves Feio. Co- advisers: Maria Rita Silvério Pires and Sarah
Mangia.

Ololygon Fitzinger, 1843 is represented by 48 species that are organized in two groups,
Ololygon catharinae and Ololygon perpusilla, based on morphological synapomorphies
and / or natural history. The Ololygon catharinae group, currently comprises 35 species,
occurring in Brazil, Argentina, Uruguay and Paraguay. Ololygon tripui presents a
restricted distribution to serranos environments in southeastern Brazil, however, due to
the occurrence of other species of the genus occupying these environments and with
morphology similar, it is common to observe several specimens associated with O. tripui
(eg "aff", "Cf.") deposited in collections without proper identification. Here we present a
taxonomic review of Ololygon tripui, based on integrative taxonomy, using
morphological, morphometric, acoustic and molecular characters from populations of
different localities, and describe the advertisement call of O. tripui from its type locality.
We examined 87 specimens that are deposited in zoological collections, we sequenced 12
individuals (mitochondrial DNA), and we analyzed 105 calls from two localities. We
recognize four distinct lineages, including O. tripui, and three new lineages: Ololygon
"Serra do Brigadeiro", from the Parque Estadual Serra do Brigadeiro; Ololygon "Nova
Lima", restricted to the municipality of Nova Lima, Minas Gerais; and Ololygon
"Mimoso do Sul", occurring at the Monumento Natural Serra das Torres, municipality of
Mimoso do Sul, Espirito Santo. These lineages present distribution restricted to mountain
environments with altitudes above 900m, and it can be found in greater abundance during

colder months

Xi



INTRODUCAO GERAL

A utilizagdo de caracteres morfologicos e morfométricos na taxonomia de anfibios
anuros € o principal método utilizado durante o processo de descri¢do e caracterizagdo de
novas espécies (Duellman, 2001). Um outro fator importante em estudos comparativos
para a identificacao de anuros € o estudo das caracteristicas bioacusticas (Martins & Jim,
2003; Kohler et al. 2017). O canto de antincio em anuros € considerado espécie-especifico
(Gerhardt & Davis 1988) e, portanto, constitui um importante mecanismo de isolamento
reprodutivo. Contudo, muitas espécies de anuros nao possuem vocalizagdo descritas,
dificultando o reconhecimento preciso, principalmente se tratando de espécies

morfologicamente semelhantes (Bang & Giaretta, 2017).

Considerar apenas dados morfolégicos, fisiolégicos e comportamentais para
descrever e comparar espécies podem nao ser suficientes, principalmente na identificacao
de espécies cripticas, visto que a especiacdo nem sempre € acompanhada por alteracoes
na morfologia, sendo necessdrio a utilizacdo de novas técnicas (Padial et al. 2010). Dessa
forma, o desenvolvimento de métodos moleculares vem aprimorando os sistemas de
identificacdo taxonomica (Avise, 2004) e o interesse pelo uso de ferramentas moleculares
para identificacdo de espécies aumentou significativamente durante as ultimas décadas

(e.g. Santana et al. 2015; Nogueira et al. 2016; Forlani et al. 2017, Andrade et al. 2019).

O género Ololygon Fitzinger, 1843 ¢é representado por 48 espécies, com
ocorréncia no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (Brusquetti & Lavilla, 2006; Laufer
et al. 2009; Pereyra et al. 2012; Frost, 2019). Estas espécies estdo organizadas em dois
grupos, Ololygon catharinae e Ololygon perpusilla, com base em sinapomorfias
morfoldgicas e/ou histéria natural (Duellman et al. 2016). O grupo Ololygon catharinae,
atualmente é composto por 35 espécies (Frost, 2019), que possuem taxonomia bastante
complexa, além da frequente descoberta de novas espécies (e.g. Lourengo et al. 2013,
2014, 2016; Nogueira et al. 2016, Andrade et al. 2018). Contudo, as espécies apresentam
estreitas afinidades morfoldgicas, o que dificulta a identificacdo de diversas espécies,
resultando em um grande nimero de espécimes depositados em colecdes que ainda nao

foram adequadamente identificados.

Ololygon tripui (Lourengo, Nascimento & Pires 2009), pertencente ao grupo O.
catharinae, foi descrita para a Estacdo Ecoldgica do Tripui, no municipio de Ouro Preto,
Minas Gerais, Brasil. A espécie apresenta porte médio, e € comumente encontrada em
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ambientes 16ticos e clima frio (Lourengo et al. 2009). Até o presente estudo, sua
vocaliza¢do ndo era descrita, e sua distribuicdo conhecida restrita a ambientes serranos
entre os estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Contudo, ¢ comum encontrar diversos
espécimes associados a O. tripui depositados em cole¢des sem uma devida identificagdo
(“aff”, “ct.”), o que impede o conhecimento da distribuicao real da espécie. Isso pode ser
reflexo da auséncia de diagnoses que incluam caracteres morfolégicos mais especificos e
dados acusticos em descri¢oes de espécies do grupo, o que dificulta a identificacao correta

de exemplares em campo e de material depositado em colecoes.

No presente estudo descrevemos o canto de antincio de Ololygon tripui para a sua
localidade tipo, e realizamos uma revisdao taxondmica das populacdes relacionadas a
espécie, a partir de uma abordagem integrativa, utilizando dados morfoldgicos,

morfométricos, bioacusticos € moleculares.
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(Amphibia: Anura: Hylidae) from its type locality, Southeastern Brazil
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The treefrog genus Ololygon Fitzinger, 1843 currently comprise 48 recognized
species (Frost, 2018), however only 26 of them had their calls formally described (see
from Andrade et al.2018; Guerra et al.2018; Bang & Giaretta 2018). The genus was
recently revalidated based on molecular data (Duellman et al.2016), thus encompassing
species formerly associated with the Scinax catharinae clade (sensu Faivovich et al.
2005). Ololygon tripui (Lourenco, Nascimento & Pires 2009), in turn, was described from
Estacdo Ecoldgica do Tripui, Municipality of Ouro Preto, Minas Gerais State, Brazil, and
only recently had its calls described (Forti et al. in press). However, this description was
based on recordings made at Serra do Caparad, Minas Gerais State, Brazil, which is
approximately 175 km away from the species type locality. Therefore, we describe herein
the calls of O. tripui from its type locality and compare it with the description from Forti

et al. (in press) and with the remaining data available for the genus.

Description of vocalizations was based on 54 calls from three males recorded on
6 July 2017 and 27 May 2018, at Estacdo Ecoldgica do Tripui, Municipality of Ouro
Preto, Minas Gerais State, Brazil (20°23°02.11"S, 43°32°35.26" W, 1184m a.s.l., air
temperature 10°C and 9°C, respectively).This locality recordings were made using a
Marantz PMD660 digital recorder with sampling rate of 44.1 kHz and 16-bit resolution,
coupled to a Sennheiser ME66 / K6 unidirectional microphone. Spectral and temporal
parameters were measured using Raven Pro 1.5 software (Bioacoustics Research Program
2014). The spectrogram was generated with window type Hann; window size = 512

samples; overlap = 70%; DFT size = 1024 samples; and mesh spacing = 43.1 Hz. The
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sound graphs were obtained with Seewave package (Sueur et al.2008) of R platform (R
Core Team 2016), using Hanning window, FFT = 512 and 70% overlap. Call parameters
and nomenclature follow Kohler et al. (2017). Comparison with remaining Ololygon
species was based on data and literature available from Andrade et al. (2018), Bang &

Giaretta (2018) and Guerra et al. (2018).

We measured: number of notes per call (NN), call duration (CD), interval between
calls (i.e., inter-call interval; CI), note rate (NR; given as notes per second, with time
measured from the beginning of the first note until the end of the last note of a sequence),
note duration (ND), interval between notes (NI), number of pulses per note (PN), pulse
rate (PR; given as pulses per second), number of pulse groups per note (NPG), interval
between pulse groups (PGI), pulse group duration (PGD), pulse group rate (PGR; given
as pulse groups per second), number of pulses per pulse group (PGP), pulse rate within
pulse groups (PGPR), dominant frequency (FD) and 90% frequency bandwidth (FB;
given as range from the minimum value of “Frequency 5 %”, to the highest value of
“Frequency 95 %”, both parameters acquired by Raven Pro 1.5 (Charif et al. 2010).
Additionally, we also measured the relative peak of amplitude (PA) in the oscillogram,
which is given as percentage of time from the beginning of a note (or pulse group) until
the time of amplitude’s peak, thus describing the amplitude envelope of the call. The
parameters PA and FD were acquired by the “Peak time” and “Peak frequency”,
respectively, from Raven Pro 1.5 (Charif et al. 2010). Whenever a note presented pulsatile
structure (sensu Kohler et al.2017), we did not measure the PNOV. Results are presented
as mean =+ standard deviation, range. Voucher specimens are deposited at the amphibian
collection of the Museu de Zoologia Jodo Moojen (MZUFV), Universidade Federal de
Vicosa, Vigosa Municipality, Brazil (MZUFV 18476, 18477, 18749). Recordings were

deposited in the Bioacoustic Fonoteca Jodo Moojenov.

We recorded two distinct vocalizations of Ololygon tripui herein referred as “A”
and “B” calls according to the acoustic similarity with calls from other Ololygon species
(e.g. Hepp et al.2017; Bang & Giaretta 2018). Among 54 calls recorded, the A call was
less common (20.3 %; n = 11) and always followed by a B call (Fig. 1) (interval between
A and B call =1.2 £0.45, 0.6 — 2.0 s; n = 11 intervals). This call was characterized by a
sequence of notes (NN =5.5+0.93,4 — 7 notes; CD =0.92 £0.24,0.46 —1.35s;n=11
calls), emitted at irregular rate (CR = 4.6 £ 6.2, 0.6 — 11.7 calls/min; n = 3 recordings)
and variable intervals (CI = 87.5 £69.2,9.2 —211.1 s; n = 7 intervals). Notes from the A



call were emitted at regular rate (NR = 6.2 + 1.3, 5.2 — 8.6 notes/s; n = 11 calls) and
constant intervals (NI = 0.192 + 0.036, 0.114 — 0.232 s; n = 49 intervals), with an
ascendant amplitude modulation among them. Each note is similar, with short duration
(ND =11.7 £5.2, 3.0 — 26.0, n = 60), peak of amplitude around 30 % of notes duration
(PA=30.8 £11.8,7.7—60 %; n =59 notes) and pulsed structure (PN =29+ 1.1,1 -4
pulses; n = 26 pulsed notes). Pulses were emitted at somewhat regular rate (PR =392.3 +
54.1, 333.3 — 500 pulses/s; n = 26 pulsed notes). However some notes (56 %; n = 34)
presented pulsatile structure with poorly defined pulses. Dominant frequency was around
2,754.5+255.6 Hz (FD =2,437.5-3,468.8 Hz; n =59), with 90 % of energy concentrated
between 2,109.4 and 2,531.2 Hz.

The B call, in turn, was more common (79.6%; n = 43 calls) and frequently emitted
alone. This call was characterized by a single pulsed note (Fig. 1), with longer duration
(CD = ND = 388.4 + 246.4, 95 — 839 ms; n = 43 notes) and a strong tendency to form
multiple pulse groups per note, with the last pulse group frequently presenting a pulsatile
structure (53.4 %; n = 23 notes). Regardless of the presence of pulse groups, each note
(i.e. B call) was composed of about 26 pulses (PN = 26.7 £ 9.4, 16 — 46 pulses; n = 20
notes) emitted at variable rate (PR = 85.2 + 26.0, 51.75 — 130.4 pulses/s; n = 20 notes).
The call was emitted at irregular rate (CR = NR =27.8 £ 22.5, 0.72 — 61.3 notes/min; n
= 9 recordings) and variable intervals (CI = NI =21.2 +45.9, 0.617 —212.04 s; n = 34
intervals). Each note can have from one to 17 pulse groups (NPG=6.2 +4.2, 1 — 17 pulse
groups per note; n = 43 notes) emitted irregularly (PGR = 18.2 £ 5.9, 6.2 — 34.7 pulse
groups/s; n = 38 notes with pulse groups) and with variable intervals (PGI = 30.3 £ 15.7,
8 — 80 ms; n = 224 pulse groups). Pulse groups also have variable duration (PGD = 33.6
+25.5,5 — 198 ms; n = 262 pulse groups), variable peak of amplitude (PAFC = 41.7 +
22.7,2 —94.7 %; n = 261 pulse groups), irregular number of pulses (PGP =3.9 + 2.8, 1
— 20 pulses; n = 237 pulse groups) and pulse rate (PGPR = 117.8 £ 40.6, 50 —297.3; n =
192 pulse groups). Dominant frequency was around 2, 912.2 + 289.9 Hz (FD?9 =2, 437.5
—3,515.6 Hz; n = 267 pulse groups), with 90 % of energy concentrated between 2, 062.5
and 4, 453.1Hz.

The advertisement call (i.e. call type A) of Ololygon tripui is distinguished from
those of O. berthae, O. catharinae, O. centralis and O. skaios by the shorter call duration
(CD=0.46—-1.35sin O. tripui; 3.2 — 52.04 s in O. berthae; 2 s in O. catharinae; 3.90 —

9.09 s in O. centralis; 4.42 — 7.9 s in O. skaios) and from O. caissara, and O. strigilata
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by the longer call duration (CD = 0.01 — 0.02 s in O. caissara; 0.011 — 0.017 s in O.
strigilata). It is distinguished from O. agilis, O. argyreornata, O. aromothyella, and O.
berthae by the lower dominant frequency (FD = 2437, 5 — 3468,8 Hz in O. tripui; 7450—
7920 Hz in O. agilis; 5000-6500 Hz in O. argyreornata; 4.769 — 5.414 Hz in O.
aromothyella; 3600 — 5000 Hz in O. berthae), and from O. skaios by the higher dominant
frequency (FD= 2437, 5 — 3468,8 Hz in O. tripui; 2205 — 2243 Hz in O. skaios). The
longer intervals between notes distinguish O. tripui from O. agrensis, O. heyeri, O.
humilis, O. littoralis and O. skaios (N1 =0.617 —212.04 s in O. tripui; 0.023 —0.076 s in
O. angrensis; 0.055 — 0.061 s in O. heyeri; 0.003 — 0.055 s in O. humilis; 0.024 — 0.066 s
in O. littoralis; 0.036 — 0.168 s in O. skaios). Ololygon tripui is distinguished from O.
caissara, O. canastrensis, O. goya, O. heyeri, O. hiemalis O. humilis, O. longilinea, O.
luizotavioi, O. machadoi, O. ranki, , O. strigilata, O. skaios and O. trapicheiroi by the
longer note duration (ND =0.117£0.052 s, 0.03 —0.26 sin O. tripui; 0.01 —0.02 s in O.
caissara; 0.01 —0.03 sin O. canastrensis; 0.01 —0.05 s in O. goya; 0.002 —0.01.3s in O.
heyeri; 0.02 — 0.09s in O. hiemalis; 0.002 — 0.006 s in O. humilis; 0.016 — 0.067 s in O.
longilinea; 0.005 — 0.018 s in O. luizotavioi; 0.05 s in O. machadoi; 0.01 — 0.05 s in O.
ranki;; 0.011 —0.017 s in O. strigilata; 0.013 — 0.056 s in O. skaios; 0.006 — 0.337 s in
O. trapicheiroi), from O. centralis and O. rizibilis by the lower note duration (ND = 0.03
—0.26 sin O. tripui ; 20 — 35.5 s in O. centralis; 1.0 — 4.7 sin O. rizibilis), and from O.
longilinea and O. skaios by the lower number of notes per call (NN =4 — 7 notes in O.
tripui; 8 — 19 notes in O. longilinea; 42 — 73 notes in O. skaios). Ololygon tripui is
distinguished from O. agilis, O. albicans, O. caissara, O. strigilata and O. trapicheiroi
by the higher number of notes per call (NN = one note in O. agilis, O. albicans, O.

caissara, O. strigilata and O. trapicheiroi).

Overall, the calls of Ololygon tripui described by Forti et al. (in press) match the
ones described herein, thus confirming the taxonomic identity of O. tripui from Serra do
Caparad locality. The calls described by Forti et al. (in press) are also divided in two
types: the so called call type “A”, which was also characterized by short notes emitted in
sequences, and the call type "B" (i.e. aggressive call), which is a long non-harmonic note
with fused pulses. However, the call type A from Serra do Caparaé has a longer call
duration (CD = 0.46 — 1.35 s type locality; 2.2 — 4.1 s Caparad) and a lower note duration
(ND = 0.03 — 0.26 s type locality; 0.017 — 0.029 s Caparad). Although neither call

descriptions account for the intraspecific variation in call parameters (i.e. static and



dynamic characters, sensu Gerhardt 1991), temporal parameters such as call and note
duration are expected to present great variation (see Kohler et al.2017), especially
between populations separated by large geographical distances (e.g. Rocha et al.2017;
Magalhdes et al.2018). In addition, Forti et al. (in press) suggested that call type A was
the advertisement call, while the call type B has an aggressive function, thus corroborating
the literature records for other species of Ololygon. Even though some ethological studies
might shed light on the actual social context of each call, we believe this is also the case

for O. tripui.
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Figura 1. A and B calls of Ololygon tripui recorded on 6 July 2017 at type locality:
Estacdo Ecoldgica do Tripui, Municipality of Ouro Preto, Minas Gerais State, Brazil

(20°23°02.11"S, 43°32°35.26"W, 1184m a.s.L., air temperature 10°C).
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Abstract

The species group Ololygon catharinae currently comprises 35 species, distributed in
Brazil, Argentina, Paraguay and Uruguay. Ololygon tripui belongs to the O. catharinae
group, it was described for Estacdo Ecoldgica do Tripui, Ouro Preto municipality, Minas
Gerais state, located in the southern part of the Serra do Espinhago. There is little
information on the O. tripui species, with available data restricted to the description paper,
distribution notes, and some data about its karyotype, which difficult to correctly identify
specimens related to the species, besides distribution. Here we provide a taxonomic
review of Ololygon tripui with morphological, morphometric, bioacoustic and molecular
comparisons of populations from diferente localities. We obtained four distinct lineages,
three were previously unknown and were described in this paper. The phylogenetic
relationship between the lineages was congruent with the results obtained in the
morphological, morphometric and bioacoustic analyzes.

Key words: Taxonomy, morphology, bioacoustics, COL
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Resumo

O grupo Ololygon catharinae possui atualmente 35 espécies, distribuidas no
Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. Ololygon tripui, pertencente ao grupo O.
catharinae, é descrita para a Estacdo Ecoldgica do Tripui, no municipio de Ouro Preto,
Minas Gerais, localizada na parte sul da Serra do Espinhaco. Existem poucas informacdes
sobre a espécie O. tripui, as quais se restringem ao artigo de descricdo, notas de
distribuicao, e alguns dados sobre o seu cariétipo, o que dificulta a identificacdo correta
de espécimes relacionados a espécie, além de impossibilitar uma avaliacao real de sua
distribuicdo. O presente estudo faz uma revisdo taxondomica de Ololygon tripui, através
de compara¢des morfolégicas, morfométricas, bioacusticas e moleculares de populacdes
de diferentes localidades. Como resultado, obtivemos quatro linhagens distintas,
incluindo O. tripui, e outras trés inéditas. A relacdo filogenética entre as linhagens foi
congruente com os resultados obtidos nas andlises morfolégicas, morfométricas e

bioacusticas.

Palavras chave: Taxonomia, morfologia, bioacustica, COL.

Introducao

O género Ololygon Fitzinger, 1843 ¢é representado por 48 espécies, com
ocorréncia no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (Brusquetti & Lavilla, 2006; Laufer
et al. 2009; Pereyra et al. 2012; Frost, 2019). Estas espécies estdo organizadas em dois
grupos, Ololygon catharinae (35 espécies) e Ololygon perpusilla (13 espécies), com base
em sinapomorfias morfoldgicas e/ou historia natural (Duellman et al. 2016). O grupo O.
catharinae foi definido com base em trés sinapomorfias morfolégicas putativas: por¢cao
posterior do anel cricdide extensivamente alongada e curvada; mineralizagcdo parcial dos
elementos intercalares entre a dltima e pentltima falange; origem laterodistal do muisculo
extensor brevis distalis digiti III (Faivovich, 2002). Contudo, grande parte das espécies
sdo diagnosticadas por um conjunto pequeno de caracteres, muitos destes observados
apenas em espécimes vivos (e.g. Cruz et al. 2011; Lourenco et al. 2014, Andrade et al.

2018).

Ololygon tripui, pertencente ao grupo O. catharinae, € descrita para a Estagdo
Ecolégica do Tripui, no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, localizada na parte sul
da Serra do Espinhaco (Lourenco et al. 2009). Sua distribuic@o € restrita a ambientes
serranos com altitudes acima de 900m, registrada na parte sul da Serra do Espinhaco e
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Serra da Mantiqueira, no Estado de Minas Gerais (Feio et al. 2008; Santana et al. 2010),
e na regido das encostas do macico serrano denominado de Serra das Torres, em Mimoso
do Sul, Espirito Santo (Silva et al. 2013). Contudo, devido a ocorréncia de outras espécies
do género ocupando estes ambientes serranos (e.g. O. flavoguttata, Cruz & Feio 2007; O.
carnevallii, Folly 2017), com morfologia similar a O. tripui, ¢ comum observar diversos
espécimes associados a O. tripui (e.g. “aff”, “cf.”) depositados em cole¢des sem uma

devida identificacao.

Espécies filogeneticamente relacionadas e que ocupam a mesma fisionomia
ambiental em diferentes unidades de relevo (e.g. Serra do Espinhaco e Mantiqueira),
sugerem homologias biogeogréficas e levantam questdes sobre a influéncia da evolucao
climéatica e geomorfoldgica nos padrdes de especiagdo dos anfibios anuros (Nascimento
et al. 2005). Além disso, estudos taxonOmicos realizados em regides serranas tem
mostrado que muitas dessas espécies que ocorrem nesses ambientes, representam ou
podem representar complexos de espécies e que precisam ser melhor estudadas (Thomé

et al. 2010, Mangia et al. 2014, Neves et al. 2018).

Existem poucas informacdes sobre a espécie O. tripui, as quais se restringem ao
artigo de descric@o (Lourengo et al. 2009), notas de distribuicao (Feio et al. 2008; Silva
et al. 2013), e alguns dados sobre o seu cariétipo (Peixoto et al. 2016), o que dificulta a
identificacdo correta de espécimes relacionados a espécie, além de impossibilitar uma
avaliacdo real de sua distribuicdo. A amplitude da distribuicdo geogréfica € um dos
critérios utilizados para a alocacdo de espécies em categorias de ameaca pela IUCN,
constituindo informag¢do de extrema importancia para planejamentos conservacionistas.
Dessa forma, no presente estudo nds realizamos uma revisao taxondmica das populagdes
identificadas como Ololygon tripui, incluindo os espécimes “aff” e “cf.” depositados em
colecdes, com base em caracteres de morfologia externa e larval, morfometria, dados

acusticos e moleculares, no intuito de definir a posi¢do taxondmica destas populacdes.

Materiais e Métodos
Morfologia e Morfometria

N6s coletamos espécimes de Ololygon tripui em visitas esporddicas entre abril e

dezembro de 2018, nos municipios de Ouro Preto (20°23°02.11"S, 43°32°35.26" W), e
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Ervalia (20° 52°40.7” S, 42° 31°14.6” W) no estado de Minas Gerais, € em Mimoso do
Sul, Espirito Santo (21°02°60S, 41°15°0.8”W). Os exemplares coletados (autorizagcdao
do IBAMA 58946-1) foram eutanasiados com o uso de Xilocaina 5%, como anestésico,
posteriormente fixados com o uso de formalina (formol 10% em &4gua destilada) e
mantidos em potes com dlcool 70%. Todos os espécimes fixados foram depositados na
colecdo de anfibios do Museu de Zoologia Jodo Moojen da Universidade Federal de
Vicosa (MZUFV).

N6s examinamos um total de 87 exemplares identificados como Ololygon tripui
(61 machos e 26 fémeas), provenientes de oito localidades. Os espécimes encontram-se
depositados nas seguintes colecdes zooldgicas: Colecdo Herpetolégica do Museu de
Zoologia Jodo Moojen, da Universidade Federal de Vicosa (MZUFV), Colecdao de
Anfibios da Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais (MCNAM) e Colecao
Herpetoldgica do Laboratorio de Zoologia da Universidade Federal de Ouro Preto (LZV)
(Apéndice I).

Para a andlise morfométrica, seguimos Duellman (1970) e Pugliese (2002).
Realizamos 18 medidas morfométricas, com o auxilio de paquimetro digital:
comprimento rostro-cloacal (CRC); comprimento da cabeca (CC); largura da
cabeca(LC); comprimento do fémur (CF); comprimento da tibia (CT); comprimento do
tarso(CTA); comprimento do pé (CP);comprimento do imero (CU); comprimento do
antebraco(CA); comprimento da mdo (CM); didmetro do olho (DO); didmetro da narina
(DN); diametro do timpano (DT); distincia interocular (DIO); distancia do olho ao
focinho (DOF); distancia do olho a narina (DON); distancia internasal (DIN); largura do
disco adesivo do terceiro dedo (LD3A); e largura do disco adesivo do quarto artelho
(LD4A). Foram realizadas andlises de componentes principais (PCA), no intuito de
verificar o nivel de variacdo morfométrica entre os grupos morfolégicos. A andlise foi
realizada separadamente para machos e fémeas. As andlises estatisticas foram feitas no
programa Rstudio (R Core Team 2016).

Para as caracteristicas morfoldgicas, seguimos Heyer et al. (1990) para andlise do
formato da cabeca em vista dorsal e lateral, e formula plantar. Para forma dos calos das
maos e pés, lingua e saco vocal, seguimos a terminologia proposta por Duellman (1970).
Varidveis no padrdo de colora¢do, manchas, desenhos e calosidades distribuidas ao longo
do corpo também foram analisadas, seguindo Lourenco et al. (2009) e outros artigos de
descrig¢oes de Ololygon (e.g. Lourenco et al. 2013, Lourengo et al. 2016, Andrade et al.

2018). Para as caracteristicas larvais seguimos a terminologia de Gosner (1960).
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Bioacuistica

Para comparacio acustica, utilizamos gravacdes correspondentes a descricdo do
canto de anuncio de O. tripui (Sousa et al. manuscrito submetido), baseada em 54 cantos
de trés machos (MZUFV 18476, 18477, 18749) gravados em 6 de julho de 2017 e 27 de
maio de 2018, na Estacdo Ecoldgica do Tripui, municipio de Ouro Preto, Minas Gerais,
Brasil (20°23'02.11 "S, 43°32'35.26" W, 1184m de altitude, temperatura do ar 10 ° Ce 9
° C, respectivamente), que corresponde a localidade tipo da espécie. Também utilizamos
gravagdes do canto de 3 espécimes (MZUFV 18773, dois sem voucher) da populacio da
Serra do Brigadeiro, Ervdlia, Minas Gerais (21°42°39” S, 43°54°41” O, 1227m de
altitude, temperatura do ar 16,7 ° C), obtidas no dia 15 de novembro de 2017.

Utilizamos um gravador digital Marantz PMD660 com taxa de amostragem de
44,1 kHz e resolucdo de 16 bits, acoplado a um microfone unidirecional Sennheiser
MEG66/K6 para registrar o canto de antincio dos machos. Os parametros espectrais e
temporais foram medidos usando o software Raven Pro 1.5 (Bioacoustics Research
Program 2014). O espectrograma foi gerado com janela tipo Hann; tamanho da janela =
512 amostras; sobreposi¢do = 70%; Tamanho DFT = 1024 amostras; e espacamento de
malha = 43.1 Hz. Os graficos de som foram obtidos com o pacote Seewave (Sueur et al.
2008) da plataforma R (R Core Team 2016), usando janela de Hanning, FFT =512 ¢ 70%
de sobreposicdo. Nés analisamos os 19 parametros acusticos que sdo usualmente

avaliados em descri¢des de canto de anuros (Tabela 4), seguindo Kohler et al. (2017).

Anadlise molecular

Pequenos fragmentos de tecido foram extraidos apds eutanésia dos espécimes de
cada populacdo de O. tripui, obtidos nas coletas das diferentes localidades amostradas,
para extrag@o e andlise do DNA mitocondrial. Também foi utilizado tecidos doados pela
colecdo de anfibios da Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais (MCNAM) e
Laboratodrio de Sistematica molecular-Beagle da Universidade Federal de Vicosa. Todas
as andlises moleculares foram realizadas no Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul.

Nés sequenciamos fragmentos do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI)
de 12 exemplares identificados como de O. tripui, provenientes de quatro localidades:
quatro individuos de Ouro Preto (localidade tipo), trés individuos de Nova Lima, quatro

individuos de Ervalia, situadas no estado de Minas Gerais, e um individuo de Mimoso do
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Sul, Espirito Santo (Apéndice II). Extraimos o DNA utilizando a técnica de extracdo com
fenol cloroférmio para amplificar uma se¢do do gene mitocondrial COI. As condi¢des de
PCR para a amplificagdo consistiram em 5 pl de dNTP, 5 pl de cada iniciador, 3 pl de
MgCl, 1 U Taq polimerase. O programa de ciclagem por PCR foi utilizado: 94 °C durante
2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 45 s, 50 °C durante 30 s e 72 °C durante
I min e concluindo com uma extensdao de 5 min a 72 °C. Os produtos de PCR foram
purificados por Etanol / Acetato de Amonio e sequenciados na Plataforma de
Sequenciamento de DNA da Universidade Federal de Pernambuco. Editamos e alinhamos
as sequéncias no software Geneious 7.1.3 (Biomatters). Utilizamos sequéncias de todas
as espécies de Ololygon para o gene COI, disponiveis no GenBank (11 espécies) com o
algoritmo Muscle. A espécie Osteocephalus buckleyi e Ololyon flavoguttata foram
utilizadas como grupo externo. O comprimento da sequéncia final usada para as anélises

filogenéticas foi de 578 pb.

Para verificar o relacionamento filogenético entre as espécies de Ololygon,
utilizamos métodos de inferéncia bayesiana no programa Beast v.8.0 (Drummond et al.
2012), com o modelo de substituicao GTR + I + G, estabelecido pelo jModel Test (Darriba
et al. 2012), e Verossimilhanga no programa MEGA 7 (Kumar et al. 2016). As topologias
obtidas para os dois métodos tiveram baixos valores de suporte, porém, ambas
apresentaram a formacio de um clado composto por O. flavoguttata e as doze sequéncias
do presente estudo (Figura S1, Figura S2). A partir dos resultados destas andlises,
realizamos uma terceira andlise apenas para o clado O. flavoguttata e as sequéncias do
presente estudo, por meio de inferéncia bayesiana no programa Beast v.8.0, com 20

milhdes de geracao, utilizando o modelo de substituicio GTR + I + G.

Nés calculamos a distancia genética (distancia-p) entre as linhagens encontradas
na arvore de gene, por meio do programa MEGA 7 (Kumar et al. 2016). Para construir a

rede de haplétipos utilizamos o programa PopART (Leigh & Bryant 2015).

Resultados

Variagdo morfologica — Apds a andlise dos 87 exemplares, provenientes de oito
localidades, observamos que no geral os espécimes analisados apresentam grande
similaridade nos caracteres morfolégicos. Entretanto, algumas variacdes morfologicas,

como formato da cabeca, padrdo de manchas dorsais e ventrais, presenca de glandula
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inguinal, possibilitaram a separacado de trés grupos: Ololygon tripui, Ololygon “Serra do
Brigadeiro” e Ololygon “Nova Lima”. Espécimes de outras quatro localidades (Caeté,
Congonhas, Ouro Branco e Santa Bérbara) por apresentar uma maior similaridade
morfolégica com O. tripui, tiveram sua identificagdo mantida. J4 a populagdo de Mimoso
do Sul, ndo foi possivel formar um grupo devido o ndmero reduzido de exemplares para

comparacao (n = 2).

Os exemplares relacionados ao grupo de Ololygon tripui, possuem focinho
subovoide em vista dorsal; canto rostral concavo e bem marcado, fenda vocal presente
nos machos; saco vocal ndo desenvolvido externamente, lingua grande ndo presa nas
bordas laterais e posteriores; antebraco nao hipertrofiado, prega peitoral ausente; mancha
interocular em formato de “W, um par de faixas em cada flanco, pele do dorso granulada;
ventre marrom com manchas beges; regido inguinal e dreas ocultas das coxas com
manchas marrom em fundo verde claro; presenca de glandula externamente diferenciada
na regido inguinal.O grupo de Ololygon tripui, apresenta distribuic@o na parte sul da Serra

do Espinhaco,no estado de Minas Gerais.

A morfologia dos exemplares do grupo Ololygon “Serra do Brigadeiro”
assemelha-se a O. tripui, diferindo deste, dentre outras caracteristicas descritas a seguir,
principalmente por possuir focinho em formato mucronado em vista dorsal, duas faixas
brancas na regido lateral da cabeca, uma posicionada entre o timpano e o olho e a outra
posicionada abaixo do olho em dire¢do a margem superior da boca, lingua alongada e
presa nas bordas anterior e laterais, dorso pouco tuberculado quase liso, e auséncia de
glandula inguinal externamente desenvolvida. Os individuos analisados apresentam
focinho mucronado em vista dorsal e protuberante em vista lateral, canto rostral bem
marcado e concavo, mancha interocular em forma de “W”, duas faixas brancas na regido
lateral da cabeca, uma posicionada entre o timpano e o olho e a outra posicionada abaixo
do olho em direcdo a margem superior da boca, ventre de coloragdo marrom claro com
diversos pontos e manchas beges espalhados, dois pares de faixas escuras dorsolaterais,
um par de cada lado do flanco. Exemplares relacionados ao grupo Ololygon “Serra do
Brigadeiro” estdo distribuidos ao longo do Parque Estadual Serra do Brigadeiro e no

municipio de Simonésia, Minas Gerais.

O grupo morfolégico Ololygon “Nova Lima” distingue-se dos grupos
morfolégicos definidos anteriormente principalmente por possuir, focinho arredondado
em vista dorsal e protuberante em vista lateral, mancha interocular de cor escura de
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formato trapezoidal e canto rostral levemente marcado. Os exemplares examinados
apresentam, focinho arredondado em vista dorsal e protuberante em vista lateral, mancha
interocular de cor escura de formato trapezoidal, canto rostral levemente marcado e
cdncavo, regido loreal concava e obliqua, ventre de cor creme com diversos pontos e
manchas beges espalhados, superficies dorsais anteriores e posteriores dos bracos e
pernas apresentam faixas transversais escuras. O grupo morfolégico Ololygon ‘“Nova

Lima” ¢ restrito ao municipio de Nova Lima, Minas Gerais.

Variagdo morfométrica — Machos — Na Andlise de Componentes Principais (PCA) para
machos dos grupos morfolégicos Ololygon tripui, Ololygon “Serra do Brigadeiro” e
Ololygon “Nova Lima” os trés primeiros componentes principais acumularam 90,48% da
variacdo encontrada (PC1 79,84%; PC2 6,53%; PC3 4,11%). A andlise de PCA mostrou
que ha grande sobreposicdo entre os espécimes amostrados, ndo sendo possivel a
formagcdo de grupos. Os caracteres morfométricos que mais contribuiram para a
discriminacdo obtida estdo apresentados na Tabela 1. Os escores individuais dos
exemplares analisados foram projetados no espago reduzido dos dois componentes
principais de maiores contribui¢des (Figura 1).

Tabela 1. Correlagdes das varidveis originais com o PC1, PC2 e PC3 para os 18 caracteres

morfométricos de fémeas adultas dos grupos morfoldgicos Ololygon tripui e Ololygon
“Serra do Brigadeiro”.

Variaveis PC1 PC2 PC3
CRC 0.6743 -0.082898 -0.53146
CC 0.19168 -0.83155 0.43712
LC 0.20948 -0.036381 0.011174
CF 0.28274 0.219 0.55569
CT 0.35038 0.2215 0.16703
CTA 0.17201 0.32642 0.38233
CP 0.2878 -0.073504 -0.11344
CU 0.2231 0.082538 0.052015
CA 0.13983 0.15672 0.06517
CM 0.21636 -0.08299 -0.034386
DO 0.063764 0.0074025 0.12929
DN 0.0018171 0.0238 0.022071
DT 0.023868 0.011151 -0.01166
DIO 0.10572 0.20505 0.039956
DOF 0.10168 0.049275 0.010792
DON 0.072898 0.00046629 -0.0090007
DIN 0.027028 0.044697 -0.046375
LD3A 0.028164 -0.062582 -0.029014

19



LD4A 0.021048 -0.044358 -0.018687

Autovalor 432.012 353.714 222.848
Proporcao da
variacao (%) 79,84 6,53 4,11
Variacao
cumulativa
(%) — — 90,48
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Figura 1. Projecdo dos dois primeiros eixos da andlise dos componentes principais (PCA)
para 18 caracteres morfométricos de machos adultos dos grupos morfolégicos Ololygon
tripui (pontos vermelhos), Ololygon “Serra do Brigadeiro (pontos azuis) e Ololygon
“Nova Lima” (pontos amarelos).

Fémeas — Na Andlise de Componentes Principais para fémeas dos grupos morfolégicos
Ololygon tripui e Ololygon “Serra do Brigadeiro”, os trés primeiros componentes foram
responsaveis por 81,12% da variancia encontrada (Tabela 2). O primeiro componente
(PC1) representou 50,41% da variacdo dos dados e foi influenciado principalmente, pelo
comprimento rostro cloacal, comprimento do tarso, comprimento da tibia e comprimento
fémur. O segundo componente (PC2), responsavel por 16,12% da variancia encontrada,
teve maior contribui¢do positiva das varidveis comprimento do tarso, comprimento do
fémur e comprimento da cabeca. J4 o terceiro componte (PC3) que representou 14,59%
da varidncia encontrada, teve maior contribui¢do positiva das varidveis comprimento
rostro cloacal, comprimento do imero e comprimento da cabeca. Os escores individuais
dos exemplares analisados foram projetados no espaco reduzido dos dois componentes

principais de maiores contribuicdes (Figura 2).
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Tabela 2. Correlagdes das varidveis originais com o PC1, PC2 e PC3 para os 18 caracteres
morfométricos de fémeas adultas dos grupos morfoldgicos Ololygon tripui e Ololygon

“Serra do Brigadeiro”.

Variaveis PC1 PC2 PC3
CRC 0.52686 0.11852 0.33712
CcC 0.11174 0.15491 0.23062
LC 0.20127 0.14139 0.15432
CF 0.27062 0.26499 0.14566
CT 0.43167 -0.83233 -0.03172
CTA 0.43821 0.29335 -0.80099
CP 0.24519 0.035075 0.0013753
CU 0.059388 0.13741 0.31346
CA 0.17209 0.10212 0.14546
CM 0.2255 0.15436 0.092655
DO 0.092246 0.060338 0.031506
DN 0.048217 0.031629 0.015447
DT 0.067785 0.035981 0.032892
DIO 0.17506 -0.16376 0.017629
DOF 0.11881 0.033173 0.068028
DON 0.091628 -0.0174 0.098975
DIN 0.055929 -0.055736 0.0083504
LD3A 0.011044 0.0047089 0.010802
LD4A 0.04342 0.035561 -0.017239
Autovalor 14,38 4,59 4,16
Proporcao
da Variagao
(%) 50,41 16,12 14,59
Variagao
cumulatica
(%) - - 81,22
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Figura 2. Projecdo dos dois primeiros eixos da andlise dos componentes principais (PCA)
para 18 caracteres morfométricos de fémeas adultas dos grupos morfolégicos Ololygon
tripui (pontos vermelhos) e Ololygon “Serra do Brigadeiro” (pontos azuis).

As médias e os desvios padroes das medidas dos espécimes considerada na andlise

dos componentes principais sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Medidas dos espécimes tipo de Ololygon tripu, Ololygon “Serra do
Brigadeiro”, Ololygon “Nova Lima” e Ololygon “Mimoso do Sul”. Os valores estdo
apresentados em média, desvio padrdo e amplitude. As abreviacdes estdo listadas nos
Materiais e Métodos.

o O. "Serra do Brigadeiro" sp. 0 l\Iova 0. er”noso
O. tripui oV Lima" sp. do Sul" sp.
' nov. nov.
d (n=33) ? (n=16) d (n=16) ? (n=10) 3 (n=10) 3 (n=2)
CRC 2523 #4,70 38,66 £ 1,56  2439+247 4229+1,88 28,15+5,86 28,82+0,12
19,18 -343 36,3-39,97 20,85-28,63 40,50-4523 21,97-35,76 28,77 -128,95
cC 10,81 £2,36 14,79 + 1,22 9,97 £ 1,26 14,70+ 1,30 10,47 +2,21 1045+ 0,49
8,81-14,39 1341-18,12 748-12,34 12,87-15,82 791-14,15 9,98 -14,05
LC 8,52+1,25 13,44 +0,77 8,43 +0,91 145+£0,98 9,59+ 2,31 12,01+ 2,87
6,24 —11,05 12,15-1498 6,50-10,32  13,55-15,61 7,65-13,22 9,98 -14,05
CF 11,60+230 17,51+1,36  11,59+1,50 19,05+£1,08 12,5+ 3,07 16,21 +1,46
8,05-15,83 1546-20,27 10,12-15,83 17,80-21,12 9,95-16,94 15,18 -17,25
CT 13,47+£2,60 19,77+253 1297+1,45 2220+£1,35 15,16+ 3,05 17,50+0,02
10,38 -18,84 12,17-25,08 10,81-5,15  11,75-15,28 12,18-18,85 17,48 -17,53
CTA 7,25+£1,56 10,55 +0,83 7,48 £1,16 13,65+1,10 7,9+1,83 9,11 £0,26
5,38-9,98 9,28 12,11 6,23 -9,52 11,75 -15,28 5,66—-10,57 8,93 —9,30

22



Ccp

CU

CA

CM

DO

DN

DT

DIO

DOF

DON

DIN

LD3A

LD4A

10,60 + 2,01
7,44 14,94

7,46 £ 1,80
3,24 -10,17

4,45 +1,09
2,94 —6,32

7,95 £ 1,80
5,15-11,09

2,93 £0,54
1,25 -3,57

0,28 +£0,11
0,12-0,46

1,02 +£0,28
0,53 - 1,49

4,52 £0,94
1,87 —5,94

4,24 + 0,71
3,4-5,88

2,77+ 0,53
2,08 —3,67

1,27 + 0,37
0,67 —1,86

1,04 £ 0,26
0,46 -1,32

0,95 £ 0,24
0,39 - 1,26

16,41 + 0,85

14,89 — 17,85

12,07 £ 1,06

10,09 — 13,67

7,25 £ 0,56
6,43 - 8,31

11,83 £ 0,82

10,64 — 13,52

4,04 £0,41
3,43-5,03

0,43 £0,19
0,12-0,78

1,53 £0,25
0,95 -1,95

6,23 £0,98
4,52 -7,62

6,27 £ 0,41
5,51 -6,91

4,27 +0,48
3,34 -5,12

1,84 £ 0,54
1,15-3,15

1,78 £ 0,19
1,52 -2,07

1,66 £ 0,27
1,18 -2,31

10,26 + 1,14
9,80 -11,91

7,35+0,79
6,12 — 8,99

4,66 +0,79
3,64 -6,28

7,74 £0,91
6,08 — 8,92

3,18 = 0,47
2,25-3091

0,41 +£0,18
0,10-0,75

1,13 +0,26
0,76 — 1,65

4,78 £0,52
3,97 -5,63

4,36 +£0,47
3,71-5,22

2,87 +£0,54
2,12 -3,64

1,28 £0,3
0,95 - 1,86

0,94 £0,26
0,46 - 1,36

1,03 +£0,30
0,39-1,44

17,93 £ 0,99

16,90 — 20,18

11,92 £ 1,16
0,69 14,2

8,22 +£0,98
6,50 -9,27

13,12+ 0,90
11,57 -14,73

4,62 +£0,55
4,20 - 5,62

0,79 £0,16
0,57 -1,05

1,83 £0,40
1,35 -2,47

7,21 +£0,73
6,35 — 8,84

6,73 £0,73
3,35-5,61

4,49 £0,73
3,35-5,61

2,03 £0,30
1,40 —2,47

1,79 £ 0,26
1,50 -2,25

1,95 £0,26
1,30 -2,23

12,47 £2,69
9,35 -16,45

8,41 + 1,85
6,43 -10,32

5,33+1,24
4,04 - 6,77

8,6 £ 1,88
6,65 — 11,27

3,23 £0,89
2,21-5,25

0,17 £0,05
0,09 -0,31

0,98 £0,28
0,48 - 1,46

4,93 +1,23
3,62-7,29

4,66 1,14
3,23 -6,32

3,12+ 0,85
1,94 — 4,20

1,35 +0,28
0,89 - 1,87

1,26 £ 0,38
0,76 - 1,73

1,1 £0,33
0,74 -1,55

12,49 + 0,05
12,45 -12,53

8,67 +0,51
8,31-9,04

6,42 +0,18
6,29 — 6,55

8,86 + 0,30
8,65 -9,08

2,59 £ 0,09
2,53 -2,66

0,37 £0,01
0,35 - 0,37

1,07 £ 0,07
1,02-1,12

5,23 £0,09
5,17 -5,30

4,81 +0,10
4,74 — 4,89

3,48 +0,46
3,81 —3,15

1,38 £ 0,27
1,32 — 1,45

1,08 £ 0,07
1,13-1,03

1,35+£0,03
1,33 — 1,38

Bioacistica — Foram analisadas gravacdes de populacdes das seguintes localidades:

Estacdo Ecoldgica do Tripui, municipio de Ouro Preto, (localidade tipo de O. tripui) e

Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, Ervélia, estado de Minas Gerais (grupo Ololygon

“Serra do Brigadeiro”). Nao foram obtidas gravagdes de cantos de populagdes associadas

ao grupo morfolégico de Nova Lima e Mimoso do Sul.

As gravacdes referentes ao grupo de Ololygon tripui apresentaram duas

vocalizagdes distintas, que aqui chamamos de canto “A” (canto de antincio) e canto “B”

(canto territorial) de acordo com a similaridade actistica com o canto de outras espécies

de Ololygon (e.g. Hepp et al. 2017, Bang & Giaretta 2018). O canto de antincio (canto

tipo “A”) ¢ composto de quatro a sete notas multipulssionadas (n=11 cantos, 3

individuos), com duragdo de 0,46 a 1,35s (X=0,92s + 0.24). Cada nota consiste de 1 a 4

pulsos (X=2.9 pulsos por nota % 1.1) e taxa de emissdo de notas por segundo de 5.2 a 8.6
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(X= 6.2 notas/s + 1.3). A freqii€ncia dominante do canto varia de 2, 437.5 a 3, 468.8 Hz
(X=2,754.5 Hz + 255.6). O canto territorial (canto tipo “B”), foi mais frequente (79,6%;
n = 43 cantos) e freqiientemente emitido isoladamente. Essa chamada foi caracterizada
por uma tinica nota pulsada, contendo de 16 a 46 pulsos por nota (X=26.7 pulsos/nota *
9.4), com duracdo de 0,095 a 0,83s (X= 0,38s + 0,24), com forte tendéncia a formar
multiplos grupos de pulsos. Cada nota pode ter de 3 a 12 grupos de pulsos (X=6,71 grupos
de pulsos * 2,33) emitidos irregularmente, podendo variar de 6,2 a 34,7 grupos de pulsos
/s (X=18,2 grupos de pulsos/s = 5,9). A frequéncia dominante foi em torno de 2, 437,5 a
3,515,6 Hz (X=2,912,2 Hz + 289,9).

O grupo morfolégico Ololygon “Serra do Brigadeiro” também apresentou dois
tipos de canto, os quais definimos anteriormente como canto “A” e canto “B”. O canto
“A” é composto por 5 a 37 notas multipulsionadas (n = 30 cantos, 3 individuos), diferindo
de Ololygon tripui principalmente pela maior amplitude na duragdo do canto que varia de
0,064 a 5,32s (X=2.22s + 1.16); nimero de notas por canto de 5 a 37 (X=15.6 notas por
canto + 7.4); nimero de pulsos por nota variando de 1 a 8 pulsos (X= 4.7 pulsos por nota
+ 1.6) e frequéncia dominate que varia de 2,296.9 a4, 312.5Hz (X=3,030.5 Hz £394.1).
O canto “B” é composto por uma tnica nota formada por 16 a 63 pulsos por nota (X=
34,86 pulsos por nota + 14,15), com duracdo de 0,18 a 0,78s (X=0,40s + 0,14), podendo
formar grupos de pulsos. Cada nota pode apresentar de 3 a 12 grupos de pulsos (X= 34,86
grupos de pulso por nota + 14,15), e frequéncia Dominante podendo variar de 2343,80 a
3750,00Hz (X=3012Hz + 325,76) (Tabela 4).

Tabela 4. Parimetros acusticos dos cantos de Ololygon tripui e Ololygon “Serra do
Brigadeiro”. Os valores apresentados representam a média, desvio padrao e amplitude.

Estacao Ecolégica Tripui Serra do Brigadeiro

Canto “A” Canto “B” Canto “A” Canto “B”
4.6+62 3.1+09
Taxa de canto 0.6 11.7) (2.4-3.7) -
(cantos/min)
n=3 n=2
Duracio do cant 0.92 +0.24 222+1.16
“ra?a‘(’ )" canto .46 - 1.35) (0.64 — 5.32) -
S n=11 n =30
Intervalo ent 87.5+69.2 18.3+39.9
fterva o GAWE0S 9.2 -211.1) (0.2-173.9) -
cantos(s)
n=7 n=28

24



N° de notas por
canto

Taxa de notas
(notas/s)

Duracao da nota
(ms)

Pico de amplitude
(%)

Intervalo entre as
notas (s)

Pulsos por nota

Taxa de
pulsos(pulsos/s)

N° de grupos de
pulsos por nota

Taxa de grupo de
pulsos (G.P./s)

Duracao do
grupo de pulsos
(ms)

Pico de amplitude
(% entre G.P.)

Intervalo entre os
grupos de pulsos
(ms)

Pulsos por grupo
de pulsos

Taxa de pulsos
(pulsos/s entre
G.P.)

Frequéncia
Dominante (Hz)

90% frequency
bandwidth

5.5+0.93
4-7)
n=11

62+13
(5.2-8.6)
n=11

11.7+5.2
(3.0-26.0)
n =060

30.8 +11.8
(7.7 - 60)
n=>59

0.192 £ 0.036
(0.114 - 0.232)

n=49

29+1.1
(I-4)
n=26

3923 +£54.1
(333.3 -500)

n=26

2,754.5 £255.6
(2,437.5-3,468.8) (2,437.5—-3,515.6)

n=>59

2,109.4 -2,531.2

27.8+£225

(0.72-61.3)

n=9

388.4 £246.4

(95 - 839)
n=43

2124459

(0.617 —212.04)

n=734

26.7+94
(16 — 46)
n=20

85.2+26.0

(51.75-130.4)

n=20

62+42
1-17)
n=43

182459
(6.2-34.7)
n =38

33.6+£25.5
(5-198)
n=262

41.7+22.7
(2-94.7)
n =261

303157
(8-280)
n=224

39428
(1-20)
n =237

117.8 +40.6
(50 —297.3)
n=192

2,912.2 +289.9

n =267

2,062.5-4,453.1

15.6+74
(5-37)
n =230

72 +0.5
(5.9-8.0)
n =230

15.1 £4.8
(3-41)
n =468

341127
(5.5-1817.5)
n =466

0.136 £ 0.017
(0.068 —0.312)

n =438

47+16
1-9
n =466

348.1 £108.0
(73.2-1714.3)

n =442

3,030.5 £39%4.1

n =468

1,546.9 —5,109.4

25+£04
22-2.8)
n=2

459.3 +£280.2
(293 - 1,527)
n=21

27.4+£50.9

(1,217 -174.9)

n=18

348 +14.1
(16 —63)
n=22

92.4 +37.1
(43.1-174.5)
n=22

6.7+23
3-12)
n=21

159+35
(7.8 -20.5)
n=21

48.5 £48.4
(11 —451)
n=141

36.5+17.6
(6.9 - 89.1)
n=141

234 +82.2
(2 -900)
n=120

5.1+438
(1-23)
n=141

104.4 + 48.9
(33.3-277.8)
n=141

3,012.3 £325.7
(2,296.9-4,312.5) (2,343.8—-3,750.0)

n=141

2,203.1 —4,828.1
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Molecular — A arvore de gene recuperou quatro linhagens, Ololygon tripui, e outras trés
novas linhagens: Ololygon “Serra do Brigadeiro”, Ololygon “Mimoso do Sul” e Ololygon
“Nova Lima”. A linhagem Ololygon “Serra do Brigadeiro” formou um clado irmao com
Ololygon “Mimoso do Sul”, que por sua vez formaram um clado irmio de Ololygon
tripui. Estas trés linhagens foram recuperadas como um clado irmdo de Ololygon “Nova

Lima” (Figura 3).

Por meio da rede de haplétipos é possivel observar que ndo existe
compartilhamento de haplétipos entre as linhagens encontradas na drvore de gene. Além
disso, o nimero de passos mutacionais entre as linhagens € superior ao observado entre

haplétipos de ma mesma linhagem (Figura 4).

A distancia genética (distancia-p) entre as linhagens encontradas na drvore de
gene, para o gene mitocondrial COI variou de 3,5% a 19% (Tabela 5). Ololygon “Serra
do Brigadeiro” e O. tripui apresentaram a menor distancia genética (3,5%) entre as
linhagens avaliadas. Ololygon “Mimoso do Sul” apresenta os maiores valores de distancia

genética entre as linhagens avaliadas (5 a 19%).
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Figura 3. Arvore de gene obtida a partir de inferéncia bayesiana para o gene COI e o local de coleta de Ololygon tripui (estrela azul), Ololygon
“Serra do Brigadeiro” (ponto vermelho), Ololygon “Nova Lima” (ponto verde), Ololygon “Mimoso do Sul” (ponto amarelo) e Ololygon
flavoguttata - grupo externo (ponto preto).
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Figura 4. Rede de haplétipos para o gene COI de Ololygon tripui (circulo vermelho),
Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. (circulo verde), Ololygon “Nova Lima” sp. nov.
(circulo roxo), Ololygon “Mimoso do Sul” (circulo amarelo) e Ololygon flavoguttata
(circulo lilds). Os tragos representam o nimero de passos mutacionais em ramos que
possuem mais de um passo.

Tabela S. Distancia-p para o gene COI entre as espécies Ololygon longilinea, Ololygon
“Mimosos do Sul” (MS), O. flavoguttata, Ololygon “Nova Lima” (NL), Ololygon “Serra
do Brigadeiro” (Brigadeiro) e O. tripui.

Espécies 1 2 3 4 5
1 O. longilinea -
2 Ololygon "MS" 0,190 -
3 0. flavoguttata 0,143 0,081 -
4 Ololygon "NL" 0,177 0,060 0,069 -
5 Ololygon "Brigadeiro" 0,150 0,053 0,053 0,056 -
6  Ololygon tripui 0,139 0,071 0,050 0,061 0,035
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Consideragdes taxonéomicas — Os resultados obtidos no presente estudo permitiram o
reconhecimento de quatro linhagens distintas sob o tdxon O. tripui, com base em
caracteres morfolégicos, morfométricos, bioacusticos e moleculares. Trés linhagens sdo
inéditas, chamadas aqui de Ololygon “Serra do Brigadeiro” com distribuicao conhecida
apenas para a localidade tipo Parque Estadual Serra do Brigadeiro e Simonésia; Ololygon
“Nova Lima”, também conhecida apenas para a localidade tipo (municipio de Nova Lima,
Minas Gerais) e Ololygon “Mimoso do Sul” registrado no Monumento Natural Estadual
Serra das Torres, no municipio de Mimoso do Sul, no estado do Espirito Santo. Dessa
forma, realizamos abaixo a descri¢do de “Serra do Brigadeiro” e “Nova lima”. Embora a
distancia-p para o gene COI tenha sido de 7,1% entre Ololygon “Mimoso do Sul” de O.
tripui, até o momento ndo podemos distinguir estas duas linhagens pois ndo temos
material suficiente para comparar os caracteres diagnosticos. Assim, decidimos ndo
descrever a populagdo de Mimoso do Sul no presente estudo, apesar de representar uma

nova espécie.

Ololygon tripui (Lourenco, Nascimento & Pires, 2009)

Material tipo — Paratipos: Machos: MCNAM 7741, coletado em 23 de abril de
2004; MCNAM 7742— 7744, coletados em 8 de agosto de 2004; MCNAM 7745-7746,
coletados em 15 de abril de 2005; MCNAM 7747-7749, coletados em maio de 2005;
MCNAM 7751-7754, coletados em 18 de maio de 2005; MCNAM 7759-7761, coletados
em 14 de outubro de 2006. Fémeas: MCNAM 7750, coletada em 17 de junho de 2005;
MCNAM 7756, coletada em 24 de julho de 2005; MCNAM 7755, coletada em 19 de
agosto de 2005; MCNAM 7758, coletada em 3 de setembro de 2005. Todos estes
espécimes foram coletados por A.C.C. Lourengo, D. Baetat, L. O. Drummond, M. D. Cid
Brum, V. L. Guedes e V. S. Monteiro. A lista completa de espécimes analisados encontra-

se no apéndice L.

Localidade tipo — Estagcdo Ecoldgica do Tripui, Municipio de Ouro Preto, Estado de
Minas Gerais, Brasil (20°23°22°°S 43°02°32°°0).
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Etimologia — O nome da espécie é derivado do termo Tupi-Guarani Ityrapoi que
siguinifica “colina delgada”, e também corresponde ao nome da localidade tipo da

espécie, Estacdo Ecoldgica do Tripui.

Diagnose — Espécie caracterizada por: (1) CRC dos machos 21,3-26,2 mm e das fémeas
37,0-39,2 mm; (2) focinho subovoide emvista dorsal; (3) canto rostral concavo e
marcado; (4) regido loreal concava e obliqua; (5) fenda vocal presente; (6) saco vocal ndo
desenvolvido externamente; (7) antebraco nao hipertrofiado nos machos; (8) auséncia de
dcinos glandulares macroscépicos na regido peitoral; (9) prega peitoral ausente; (10)
presenca de dcinos glandulares macroscopicos na regido medial do braco; (11) presenca
de 4cinos glandulares macroscdpicos na regido dorsal dos dedos II e III; (12) machos
apresentam almofada nupcial na regido medial do dedo II, mas ndo hipertrofiada; (13)
regido dorsomedial do dedo II ndo pigmentada de preto nos machos; (14) mancha
interocular em formato de “W” que ultrapassa levemente o espaco interocular; (15) um
par de faixas dorsolaterais, uma faixa em cada flanco, origina-se na regido posterior dos
olhos e estende-se até a metade do comprimento do corpo; (16) pele do dorso granulada;
(17) ventre marrom com grande densidade de manchas irregulares beges igualmente
distribuidas; (18) em vida, regido inguinal e dreas ocultas das coxas apresentam manchas
aureoladas marrons em fundo verde-claro; (19) presenca de glandulas externamente
diferenciadas na regido inguinal dos machos; (20) membrana interdigital desenvolvida
entre os artelhos IV e V, atingindo a base do disco adesivo na margem medial do artelho
V; (21) Canto de andincio composto de 4—7 notas multipulssionadas, com duragdo de 0,46
a 1,35s (X=0,92s + 0.24); cada nota consiste de 1— 4 pulsos (X=2.9 pulsos por nota +
1.1); taxa de emissdo de notas por segundo de 5.2 a 8.6 (X= 6.2 notas/s + 1.3); freqiiéncia

dominante do canto varia de 2, 437.5 a 3, 468.8 Hz (X= 2, 754.5 Hz + 255.6).

Comparagdo com outras espécies — Ololygon tripui difere de O. agilis, O. argyreornata,
O. melanodactyla e O. skuki por apresentar machos maiores (CRC 19,2 — 34,3 mm; 12.0
—18.4 mm de CRC de machos combinados para estas espécies), e por apresentar fémeas
maiores (CRC 36,3 — 39,9 mm) que O. agilis, O. albicans, O. angrensis, O. argyreornata,
O. aromothyella, O. berthae, O. caissara, O. canastrensis, O. carnevallii, O. centralis,
0. goya, O. heyeri, O. hiemalis, O. humilis, O. jureia, O. kautskyi, O. littoralis, O.
luizotavioi, O. machadoi, O. melanodactyla, O. obtriangulata, O. pombali, O. ranki, O.

rizibilis, O. skaios e O. skuki(14,7-38,8 mm combinados para estas espécies). O canto
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rostral marcado, difere O. tripui de O. agilis, O. albicans, O. argyreornatus, O.
aromothyella, O. Berthae, O. machadoi, O. melanodactylus, O. ranki e O. rizibilis (ndao
estd bem marcado nessas espécies). A mancha interocular em forma de “W’’ diferencia
O. tripui de O. agilis, O. albicans, O. argyreornata, O. ariadne, O. aromothyella, O.
berthae, O. brieni, O. canastrensis, O. catharinae, O. centralis, O. goya O. hiemalis, O.
jureia, O. longilinea, O. luizotavioi, O. machadoi, O. obtriangulata, O. ranki, O. rizibilis
e O. skaios, que possuem um tridngulo invertido e, as vezes, em forma de “T”, e de O.
trapicheiroi que a mancha em forma de “W” ultrapassa a regido interocular e chega
préximo ao meio do corpo. Em vida, a coloragdo verde claro na regido inguinal e nas
superficies ocultas da coxa, distinguem O. tripui de O. argyreornata, O. aromothyella,
O. berthae, O. canastrensis, O. centralis, O. flavoguttata, O. heyeri, O. longilinea, e O.
machadoi (amarelo ou laranja nestas espécies), O. luizotavioi (marrom marmoreado), O.
brieni e O. trapicheiroi (azulado), O. humilis (azul turquesa pélido), O. obtriangulata
(violeta acinzentado), S. skaios (manchas vermiculadas marrom-escuras em fundo verde-
claro). O focinho subovoide em vista dorsal diferencia O. tripui de O. ariadne, O.
aromothyella, O. brieni, O. catharinae, O. hiemalis, O. humilis, O. jureia, O.
obtriangulata, O. ranki, O. strigilata e O. trapicheiroi (focinho sub-eliptico nestas
espécies) de O. angrensis, O. argyreornata, O. canastrensis, O. centralis, O. longilinea,
O. luizotavioi e O. rizibilis (espécies com focinho arredondado); de O. machadoi (focinho
truncado) e de O. muriciensis e O. skuki (focinho mucronado). A presenca de fenda vocal
diferencia O. tripui de O. ariadne e O. skaios, que ndo possuem. O antebraco nao
hipertrofiado diferencia O. tripui de O. aromothyella, O. goya, O. jureia e O. skaios
(machos com antebrago hipertrofiado). Por apresentar almofada nupcial modificando a
largura do dedo II, mas ndo hipertrofiada, O. tripui difere de O. centralis, O. jureia, O.
kautskyi e O. skaios (almofada nupcial ndo distinta para estas espécies). Por apresentar
glandula inguinal externamente diferenciada, difere de O. aromothyella, O. carnevallii,
O. centralis e O. kautskyi (espécies que ndo apresentam glandulas externamente visiveis

nesta regido; hipertrofiada em O. centralis).

Redescricdo — A descri¢do do hol6tipo é apropriada (Lourengo et al. 2009).

Girino — A descri¢do do girino € apropriada (Lourenco et al. 2009).

Vocalizacdo — Descricdo apropriada (Sousa et al. artigo I).
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Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov.
Figuras 5-6.

Holotipo — MZUFV 12401, macho adulto, coletado em lagoa das bromélias no Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro, municipio de Ervilia, estado de Minas Gerais, Brasil
(21°42°39” S, 43°54°41” O, 1227m a.s.l.), em 05 de julho de 2012, por Guimaraes, C.S.;
Feio, R. N.; Santos, P.S.

Paratopotipo — MZUFV 18562, macho adulto, coletado em 24 de novembro de 2016 no
Parque Estadual Serra do Brigadeiro, Ervalia, Minas Gerais por Rocha, P.C.; Avelar, L.,
MZUFV 18745- 47, coletados em 05 de maio de 2017 no Parque Estadual Serra do

Brigadeiro, Ervélia, Minas Gerais por Feio, R. N.

Pardtipo — MZUFV 18773, macho coletado em 13 de novembro de 2017, no Parque
Estadual Serra do Brigadeiro, Ervalia, Minas Gerais por Rocha, P.C.; MZUFV 192664,
em 25 de outubro de 2017 por Guimaraes, C.S.; Rocha, P.C.; Santana, D.J.

Diagnose — A nova espécie é diagnosticada pela seguinte combinagdo de caracteres: (1)
porte médio (machos 20,8-28,6 mm, fémeas 39,5- 45,2 mm), (2) mancha interocular em
forma de “W” e manchas de formas ameboides de coloracdo verde claro na regido
inguinal e dreas ocultas das coxas, (3) focinho mucronado em vista dorsal e protuberante
em vista lateral, (4) canto rostral bem marcado e concavo, (5) duas faixas brancas na
regido lateral da cabeca, uma posicionada entre o timpano e o olho e a outra posicionada
abaixo do olho em direcdo a margem superior da boca, (6) prega peitoral ausente, (7)
ventre de coloragao marrom claro com diversos pontos e manchas beges espalhados, (8)
dois pares de faixas escuras dorsolaterais, um par de cada lado do flanco, (9) canto de
anuncio possue de 5 a 37 notas multipulsionadas, com duragdo de 0,003 a 0,041s (X=
0,015s = 0,005, n=30), cada nota apresenta de um a oito pulsos (X= 4,75 pulsos/nota
+1,63, n= 466), taxa de emissdo de pulsos por segundo varia de 73,17 a 714,29 (X=
348,17 pulsos/s £ 108,03, n=466) e frequéncia dominante atingindo de 2296,9 a4312,5Hz
(X=3030,5 Hz + 394,1, n=468).
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Figura 5. Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. (holétipo, macho, MZUFV 12401,
CRC 26,4mm): (A) Vista dorsal e (B) Vista ventral.

Figura 6. Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. (holétipo, macho, MZUFV 12401):
(A) Vista lateral da cabeca; (B) Vista ventral da mao direita e (C) Vista ventral do pé
direito.

Comparagoes com outras espécies — Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. diferencia
das espécies do grupo O. perpusilla por reproduzir em riachos (espécies do grupo O.

perpusilla se reproduzem exclusivamente em bromélias). Ololygon “Serra do Brigadeiro”
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sp. nov. difere de O. agilis, O. argyreornata, O. melanodactyla e O. skuki por apresentar
machos maiores (CRC 20,8 — 28,6mm; 12.0 — 18.4 mm de CRC de machos combinados
para estas espécies), e por apresentar fémeas maiores (CRC 40,5 —45,1 mm) que O. agilis,
0. albicans, O. angrensis, O. argyreornata, O. aromothyella, O. berthae, O. caissara, O.
canastrensis, O. carnevallii, O. centralis, O. goya, O. heyeri, O. hiemalis, O. humilis, O.
jureia, O. kautskyi, O. littoralis, O. luizotavioi, O. machadoi, O. melanodactyla, O.
obtriangulata, O. pombali, O. ranki, O. rizibilis, O. skaios, O. skuki, e O. tripui (14,7—
39,2 mm combinados para estas espécies). O canto rostral marcado, difere Ololygon
“Serra do Brigadeiro” sp. nov. de O. agilis, O. albicans, O. argyreornatus, O.
aromothyella, O. Berthae, O. machadoi, O. melanodactylus, O. ranki e O. rizibilis (nao
estd bem marcado nessas espécies). A mancha interocular em forma de “W’’ diferencia
Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. de O. agilis, O. albicans, O. argyreornata, O.
ariadne, O. aromothyella, O. berthae, O. brieni, O. canastrensis, O. catharinae, O.
centralis, O. goya O. hiemalis, O. jureia, O. longilinea, O. luizotavioi, O. machadoi, O.
obtriangulata, O. ranki, O. rizibilis e O. skaios, que possuem um tridngulo invertido e, as
vezes, em forma de “T”, e de O. trapicheiroi que a mancha em forma de W’ ultrapassa
aregido interocular e chega proximo ao meio do corpo. Em vida, a coloragdo verde claro
na regido inguinal e nas superficies ocultas da coxa, distinguem Ololygon “Serra do
Brigadeiro” sp. nov. de O. argyreornata, O. aromothyella, O. berthae, O. canastrensis,
O. centralis, O. flavoguttata, O. heyeri, O. longilinea, e O. machadoi (amarelo ou laranja
nestas espécies), O. luizotavioi (marrom marmoreado), O. brieni e O. trapicheiroi
(azulado), O. humilis (azul turquesa pdlido), O. obtriangulata (violeta acinzentado), S.
skaios (manchas vermiculadas marrom-escuras em fundo verde-claro). O focinho
mucronado em vista dorsal diferencia Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. de O.
ariadne, O. aromothyella, O. brieni, O. catharinae, O. hiemalis, O. humilis, O. jureia, O.
obtriangulata, O. ranki, O. strigilata e O. trapicheiroi; o focinho sub-eliptico de O.
angrensis, O. argyreornata, O. canastrensis, O. centralis, O. longilinea, O. luizotavioi e
O. rizibilis (espécies com focinho arredondado); difere de O. flavoguttata, O. goya, O.
heyeri, O. skaios e O. tripui (possuem focinho subovoide); e de O. machadoi (focinho
truncado). A presenca de fenda vocal diferencia Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov.
de O. ariadne e O. skaios, que ndo possuem. Por ndo apresentar saco vocal notavelmente
expandido externamente, O. “Serra do Brigadeiro” sp. nov. difere de O. aromothyella, O.
berthae e O. rizibilis (espécies com saco vocal expandido externamente). Por apresentar

alguns tubérculos na regido dorsal, difere de O. aromothyella (dorso liso) e S. skaios
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(rugoso) e de O. carnevallii e O. tripui (dorso com muitos tubérculos). O antebraco nao
hipertrofiado diferencia Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. de O. aromothyella, O.
goya, O. jureia e O. skaios (machos com antebraco hipertrofiado). Por apresentar
almofada nupcial modificando a largura do dedo II, mas nao hipertrofiada, difere de O.
centralis, O. jureia, O. kautskyi e O. skaios (almofada nupcial ndo distinta para estas
espécies). A auséncia de uma glandula inguinal diferenciada externamente distingue
Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. de O. ariadne, O. brieni, O. caissara, O.
canastrensis, O. catharinae, O. centralis, O. flavoguttata, O. jureia, O. hiemalis, O.
longilinea, O. luizotavioi, O. obtriangulata, O. rizibilis, e O. tripui (hipertrofiada em O.

centralis e externamente diferenciada nas outras espécies).

Descrigdo do holétipo — CRC 26,4 mm. Corpo delgado de tamanho médio, cabeca
ligeiramente mais larga que longa (largura da cabeca representa 37,5% do CRC,
comprimento da cabeca representa 36% do CRC); focinho mucronado em vista dorsal e
protuberante em vista lateral; narina protuberante imediatamente antes da ponta do
focinho, localizadas lateralmente, separadas entre si por distancia equivalente a 41,3% do
diametro do olho. Olhos grandes posicionados lateralmente, didmetro do olho 30% do
comprimento da cabega e 11% do comprimento rostro-cloacal (CRC); distancia olho-
narina aproximadamente 33% do comprimento da cabeca; mancha interocular em forma
de “W”’; canto rostral bem marcado e concavo, regido loreal concava; timpano de formato
arredondado, com didmetro de 44% do DO; prega supratimpanica bem marcada,
estendendo-se do canto posterior do olho até a regidao anterior do ombro; lingua alongada,
e ndo presa nas bordas posterior; fenda vocal presente; duas séries transversais de cinco
dentes vomerianos posicionados entre as coanas, saco vocal ndo expandido externamente.
Antebracos mais curtos e largos que os bragos; margens externas dos antebracgos lisa;
tubérculo metacarpal interno unico e eliptico; metacarpo externo grande e bilobado;
tubérculos subarticulares arredondados, poucos tubérculos supranumerarios pequenos e
arredondados; membrana intergital ausente entre os dedos II e III, e vestigial entre os
outros dedos; discos adesivos dos dedos elipticos, comprimento relativo dos dedos II <III
=V<IV; A area glandular na margem medial do dedo II desenvolveu-se formando uma
almofada nupcial ndo pigmentada. Tubérculo metatarsal interno unico, arredondado;
tubérculo metatarsal externo unico, pequeno e oval; tubérculos subarticulares simples,

arredondados, poucos tubérculos supranumerarios simples, arredondados. Comprimento
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relativo dos artelhos I <II <V<III<IV dedos com formula das membranas interdigitais dos
pés I — II1* — 1”[I12* — 3TV3" — 1*V. Discos adesivos pequenos, mais largos que
longos. Superficie dorsal pouco granulada, com maior disposi¢c@o de granulos nas regides

dos flancos e do ventre.

Medidas do holotipo (mm) — CRC 26,4; CC 9,9; LC 9,5; CF 12,3; CT14,6; CTA7.4; CP
11,3; CU 7,9; CA 5,1; CM 8,1; DO 2,9; DN 0.4; DT 1,3; DIO 4,6; DOF 4.,8; DON 3,2:
DIN 1,2; LD3A 0,97; LD4A 1,1.

Coloragdo em vida — Regido dorsal marrom, com manchas irregulares de coloragdo
marrom claro (Figura 7). Dois pares de faixas escuras dorsolaterais, um par em cada
flanco. Apresenta uma mancha interocular escura em forma de “W”. Olho de coloracio
castanho. Duas faixas brancas posicionadas préximas ao olho e timpano. Regido ventral
de coloracao marrom claro com diversos pontos e manchas beges espalhados. Superficie
dorsal das pernas e bracos com barras transversais escuras contrastadas com fundo claro.
Regido inguinal e partes ocultas das coxas apresentam machas verdes claro com formato

ameboides.

Figura 7. Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. em vida, proveniente do Parque
Estadual Serra do Brigadeiro, municipio de Ervélia, Minas Gerais. Foto: Leandro Avelar.
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Coloragdo apos fixagdo — A coloragdo geral do dorso e ventre permanece. O padrao de
manchas dorsais e as faixas brancas pr6ximas do olho permanecem nitidos. As manchas

das coxas e regido inguinal perdem a pigmentacdo verde claro.

Variagdo — As principais diferencas observadas entre os exemplares analisados estd
relacionada a colorag@o da regido ventral, que apresenta variacdo de intensidade de cor,
desde creme com pontos esbranquicados a marrom com manchas beges. Dentes
vomerianos podendo apresentar fileiras de 5 a 6 denticulos. Além disso, as fémeas sdo
relativamente maiores que os machos em todos os caracteres morfométricos examinados

(Tabela 3).

Descrigao do girino (Figura 8, Figura 9) — Corpo oval, ligeiramente deprimido e alongado
com focinho arredondado. Olhos posicionados dorsolateralmente, afastados entre si.
Narinas dorsais de formato oval, situadas um pouco mais préxima do olho que do focinho.
Espirdculo curto, com abertura pequena voltada para a cauda e para o dorso, sinistro,
situado pouco abaixo do meio do corpo. Tubo anal curto, preso ao lado direito da
membrana inferior da cauda, abrindo para esse mesmo lado. Cauda mais alta que o corpo.
Nadadeira dorsal e ventral igualmente desenvolvida, surgindo no terco final do corpo um
pouco antes da inser¢do da musculatura. Musculatura caudal com afilamento gradativo e
extremidade afilada. Disco oral ventral modificado em tudo protractil, circundado por
duas fileiras de papilas pequenas. No bordo lateral as papilas sao mais numerosas e de
formas arredondadas. Formula dentaria 2(2)/3, as fileiras de denticulos anteriores e
posteriores apresentam 0 mesmo comprimento; bico cérneo preto com bordo serrilhado,

sendo a maxila em forma de “M” e a mandibula em forma de “U”.

Coloragdo do girino em vida — Corpo de cor marrom, coberto por manchas douradas com
aspecto marmoreado. Regido ventral translicida permitindo a visualizagdo do intestino
posicionado ventralmente. Cauda bege claro, quase transparente com manchas douradas
e marrons mais concentradas na musculatura da cauda que nas nadadeiras. O olho

apresenta cor castanho, com uma faixa dourada circulando toda a iris (Figura 9).

37



Comparagdo com outras espécies — A auséncia de um gap dorsal anterior na linha de
papilas marginais difere Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. de O. agilis, O.
argyreornata, O. aromothyella, O. berthae, O. brieni, O. caissara, O. canastrensis, O.
carnevallii, O. catharinae, O. centralis, O. goya, O. hiemalis, O. humilis, O. jureia, O.
kautskyi, O. littoralis, O. longilinea, O. luizotavioi, O. machadoi, O. melanodactyla, O.
muriciensis, O. obtriangulata, O. ranki, O. skaios, O. trapicheiroi e O. tripui (apresentam
gap dorsal). A férmula da linha do dente 2 (2) / 3 difere girinos de Ololygon “Serra do
Brigadeiro” sp. nov. de O. ariadne, O. machadoi, O. rizibilis, O. skuki e O. trapicheiroi
que exibem a férmula da linha do dente 2/3,2 (2) /3 (1) e 2 (2) / 3 (3), respectivamente.
As papilas marginais bisseriada diferem os girinos de O. “Serra do Brigadeiro” sp. nov.
de O. argyreornata, O. berthae, O. canastrensis, O. carnevallii, O. catharinae, O.
humilis, O. littoralis, O. machadoi, O. melanodactyla, O. obtriangulata, O. ranki, O.
rizibilis, O. skuki e O. trapicheiroi e O. tripui (papilas marginais unisseriadas nestas
espécies), O. albicans, (fileira de papilas marginais unisseriadas na regido dorsal e
bisseriada na regido ventral), e O. hiemalis (fileira de papilas marginais bisseriada na
regido dorsal e unisseriada na regido ventral). As papilas submarginais numerosas diferem
Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. de O. albicans, O. angrensis, O. argyreornata,
O. catharinae, O. humilis, O. machadoi, O. obtriangulata, O. trapicheiroi e O. tripui
(papilas submarginais esparsas). O. melanodactyla (presenca de poucas e esparsos ou
ausentes), O. luizotavioi, O. pombali e O. rizibilis (papilas submarginais formando
fileiras), e O. berthae que ndo apresenta papilas submarginais. Difere de O. catharinae e
O. tripui pelo espirdculo ventrolateral (espirdculo dessas espécies se abre na linha média
do corpo). O focinho arredondado em vista lateral difere o girino de Ololygon “Serra do
Brigadeiro” sp. nov. de O. argyreornata, O. hiemalis, O. humilis, O. machadoi e O. skuki
(truncado nestas espécies), O. obtriangulata (inclinado) e O. pombali (inclinado para

truncado).

Coloragdo do girino fixado — A pigmentacio dourada do corpo e do olho desaparece por
completo. O corpo torna- se esbranquicado com fundo marrom claro quase que
transparente. A regido da cauda torna-se amarela na musculatura e esbranquicada nas
nadadeiras. O ventre torna-se branco, porém os ainda sdo visiveis e o intestino torna-se
marrom escuro. As manchas da cauda ndo desaparecem, contudo, perdem um pouco da

COor.
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5mm

Figura 8. Girino de Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. no estadgio 37 de acordo com
Gosner (1960). (A) Vista lateral, (B) Vista dorsal e (C) Vista ventral, (D) Disco oral.
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Figura 9. Girino de Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. em vida. Foto: Clodoaldo
Assis Lopes.

Vocalizacdo — No6s gravamos 51 vocalizagdes de trés machos de Ololygon “Serra do
Brigadeiro” sp. nov. no dia 13 de novembro de 2017, por volta das 21h, temperatura do
ar 16,7°C, todos em um riacho localizado no interior do Parque Estadual Serra do
Brigadeiro, municipio de Ervdlia, Minas Gerais, Brasil. Esta espécie possui dois tipos de
cantos, os quais denominamos canto “A” (canto de anincio) e canto “B” (canto territorial)
(Tabela 5, Figura 10). O canto “A” possue de 5 a 37 notas multipulsionadas, com duragdo
de 0,003 a 0,041s (X= 0,015s + 0,005, n=30). Cada nota apresenta de um a oito pulsos
(X= 4,75 pulsos/nota 1,63, n= 466) e a taxa de emissdo de pulsos por segundo varia de
73,17 a 714,29 (X= 348,17 pulsos/s = 108,03, n=466). O intervalo entre as notas é de
0,068 20,312 s (X=0,136 + 0, 018, n=438). A frequéncia dominante atinge de 2296,9 a
4312,5 (X=3030,5 Hz * 394,1, n=468).

O canto “B” é composto por uma tinica nota de16 a 63 pulsos por nota (X= 34,86
+ 14,15), com duracgdo de 0,18 a 0,78s (X=0,40s + 0,14), podendo formar grupos de
pulsos. Cada nota pode apresentar de 3 a 12 grupos de pulsos (X= 34,86 grupos de pulsos
+ 14,15), frequéncia dominante podendo variar de 2343,80 a 3750,00Hz (X=3012Hz +
325,76), frequéncia minima de 2203,10 a 2859,40Hz (X= 2445,49Hz + 158,46) e
frequéncia méxima de 3328,10 a 4828,10Hz (X=13843,42Hz + 166,81).
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Figura 10. Espectograma, oscilograma e espectro de poténcia dos cantos tipo “A” e “B”
de Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. gravado no dia 13 de novembro de 2017
(MZUFV18773), no Parque Estadual Serra do Brigadeiro, Minas Gerais, Brasil.

Molecular — Ololygon “Serra do Brigadeiro” ¢ filogeneticamente relacionada a Ololygon
‘Mimoso do Sul”, e formam um clado irmao de O. tripui. A distancia genética (distancia-

p) entre as duas linhagens € de 3,5% e 5,3%, respectivamente.

Historia Natural — Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov. é encontrada durante todo o
ano, com maior abundancia nos meses mais frios entre maio e agosto. Machos e fémeas
sdo encontrados no interior de matas de galeria, pr6ximos a margens de riacho. Os machos
utilizam como sitio de vocalizacido vegetacao herbacea e arbustos proximos da dgua. As
desovas sdo depositas pelas fémeas em riachos, em dreas de remanso onde 4gua apresenta

menor correnteza.
Distribuicdo geogrdfica — Ololygon “Serra do Brigadeiro” possui distribui¢do restrita a

riachos no interior do Parque Estadual Serra do Brigadeiro, nos municipios de Araponga

e Ervdlia, Minas Gerais, € no municipio de Simonésia, Minas Gerais, Brasil.
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Ololygon “Nova Lima” sp. nov.

Figuras 11-12

Holotipo — MCN 020589, macho adulto coletado em Rego dos carrapatos, Nova Lima,
Minas Gerais, Brasil (19°58°52.45”S 43°51°21.7770), em 24 de maio de 2017, por
Souza-Pinto, F.C.

Paratopotipo — MCN 20593, MCN 20592 machos adultos coletados com o holétipo
MCN 020589.

Pardtipo — MCN 75, macho adulto, coletado em 24 de maio de 1989, MCN 423, macho
adulto, coletado em 22 de julho de 1990, MCN 20291, macho adulto, coletado em 24 de
novembro de 2015, no municipio de Nova Lima, Minas Gerais, Brasil (19°58°52.45”S
43°51°21.77°0).

Diagnose — A nova espécie é diagnosticada pela seguinte combinagdo de caracteres: (1)
porte médio (machos 21,9-35,7mm), (2) mancha interocular de cor escura de formato
trapezoidal, (3) focinho arredondado em vista dorsal e protuberante em vista lateral, (4)
canto rostral levemente marcado e concavo, regido loreal concava e obliqua (5) ventre de

cor creme com diversos pontos e manchas beges espalhados, (6) superficies dorsais

anteriores e posteriores dos bracos e pernas apresentam faixas transversais escuras.

Figura 11. Ololygon “Nova Lima” sp. nov. (holotipo, macho, MCN 020589, CRC
24.78mm): (A) Vista dorsal e (B) Vista ventral.
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Figura 12. Ololygon “Nova Lima” sp. nov. (holotipo, macho, MCN 020589): (A) Vista
lateral da cabeca; (B) Vista ventral da mdo direita e (C) Vista ventral do pé direito.

Comparagoes com outras espécies — Ololygon “Nova Lima” sp. nov. diferencia das
espécies do grupo O. perpusilla por apresentar membrana entre os dedos II e III
(membrana extremamente reduzida nas espécies do grupo O. perpusilla). Por apresentar
machos maiores Ololygon “Nova Lima” sp. nov. difere de O. agilis, O. argyreornata, O.
berthae, O. centralis, O. machadoi, O. melanodactyla e O. skuki (CRC 21,9-35,7 mm:;
12.0-21.2 mm de CRC de machos combinados para estas espécies). O canto rostral pouco
marcado, difere Ololygon “Nova Lima” sp. nov. de O. carnevalli, O. luizotavioi, O.
pombali, Ololygon “Serra do Brigadeio” sp. nov., O. skaios, O. skuki, O. strigilata e O.
tripui (canto rostral bem marcado nessas espécies). A presenca de fenda vocal diferencia
Ololygon “Nova Lima” sp. nov. de O. ariadne e O. skaios, que ndo possuem. Por nio
apresentar saco vocal notavelmente expandido externamente, Ololygon “Nova Lima” sp.
nov. difere de O. aromothyella, O. berthae e O. rizibilis (espécies com saco vocal
expandido externamente). A mancha interocular de formato trapezoidal difere Ololygon
“Nova Lima” sp. nov. de O. aromotyella, O. berthae, O. caissara, O flavoguttata, O.
heyeri, O. humilis, O. kaustkyi, O. littoralis, O. machadoi, O. muriciensis, Ololygon
“Serra do Brigadeiro” sp. nov. e O. tripui (mancha interocular em forma de W, nessas
espécies). O antebraco nao hipertrofiado diferencia Ololygon “Nova Lima” sp. nov. de
O. aromothyella, O. goya, O. jureia e O. skaios (machos com antebraco hipertrofiado). A
auséncia de uma glandula inguinal diferenciada externamente distingue Ololygon “Nova

Lima” sp. nov. de O. ariadne, O. brieni, O. caissara, O. canastrensis, O. catharinae, O.
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centralis, O. flavoguttata, O. jureia, O. hiemalis, O. longilinea, O. luizotavioi, O.
obtriangulata, O. rizibilis e O. tripui (hipertrofiada em O. centralis e externamente

diferenciada nas outras espécies, muitas vezes cercadas por uma dobra).

Descricao do holotipo — Corpo de tamanho médio, cabeca mais longa que larga
(comprimento da cabeca equivale a 38,9% do CRC, largura da cabeca equivale 31.5% do
CRC); focinho arredondado em vista dorsal e protuberante em vista lateral; narina
protuberante imediatamente antes da ponta do focinho, localizadas lateralmente,
separadas entre si por distancia equivalente a 41,8% do diametro do olho. Olhos grandes
posicionados lateralmente, didmetro do olho 30,8% do comprimento da cabeca e 11,5%
do comprimento rostro-cloacal (CRC); distancia olho-narina aproximadamente 47% do
comprimento da cabec¢a; mancha interocular em forma de um trapézio; canto rostral
pouco marcado quase cdncavo, regido loreal concava e obliqua; timpano de formato
arredondado, com didmetro de 30,3% do didmetro do olho; prega supratimpanica
levemente marcada,; lingua larga e alongada, e ndo estd presa as bordas laterais e
posterior da boca; fenda vocal presente; coanas elipticas, duas séries transversais de
quatro dentes vomerianos posicionados entre as coanas, saco vocal ndo expandido
externamente. Antebracos mais curtos e largos que os bragcos; margens externas dos
antebracos lisa; tubérculo metacarpal interno unico e eliptico; tubérculo metacarpal
externo grande e bilobado; tubérculos subarticulares arredondados, tubérculos
supranumerarios pequenos e arredondados; membrana intergital ausente entre os dedos
IT e III, e vestigial entre os outros dedos; discos adesivos dos dedos elipticos,
comprimento relativo dos dedos II <III <V<IV; A érea glandular na margem medial do
dedo II desenvolveu-se formando uma almofada nupcial ndo pigmentada. Tubérculo
metatarsal interno dnico, arredondado; tubérculo metatarsal externo tnico, pequeno e
redondo; tubérculos subarticulares simples, arredondados, tubérculos supranumerérios
simples, arredondados. Comprimento relativo dos artelhos I <IT <V<III<IV dedos com
férmula das membranas interdigitais dos pés I — 1117 — 1"[II13* — 2IV2 — 2*V. Discos
adesivos pequenos, mais largos que longos. Superficie dorsal pouco granulada, com

maior disposi¢cdo de granulos na regido ventral.
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Medidas do holotipo (mm) — CRC 24,78; CC 9,58; LC 7,81; CF 10,03; CT 13,42; CTA
6,34; CP 10,47; CU 7,04; CA 4,82; CM 7,41; DO 2,63; DN 0,16; DT 0,87; DIO 4,47,
DOF 4,25; DON 2,87; DIN 0,89; LD3A 0,96; LD4A 0,66.

Coloragao apos fixacdo — Regidao dorsal marrom, com manchas de cor castanho de
formato indefinido, apresentando entre os olhos uma mancha escura de formato
trapezoidal. Superficies dorsais anteriores e posteriores dos bracos e pernas, apresentam
faixas transversais escuras. O ventre possui coloracdo creme com pontos beges. Nos

flancos e nas partes ocultas das coxas, manchas de coloragdo marrom em fundo creme.

Variacdo — Os individuos analisados sdo semelhantes entre si em relacdo a morfologia.
A principal diferenca entre os individuos esta relacionada a coloracio da regido ventral

que pode variar desde cor creme a castanho escuro.

Girino — Desconhecido.
Vocalizacdo — Desconhecida.

Molecular — Ololygon “Nova Lima” sp. nov, ¢ filogeneticamente relacionada ao clado
formado por O. tripui, Ololygon “Serra do Brigadeiro” e Ololygon “Mimoso do Sul”, com

distancias genéticas entre as linhagens variando de 5,6% e 6,9%.

Distribuicdo geogrdfica — A distribuicdo de Ololygon “Nova Lima” restringe-se a dreas

de matas contendo corpos d“dgua, no municipio de Nova Lima, Minas Gerais, Brasil.

Discussao

As espécies do grupo Ololygon catharinae sao morfologicamente semelhantes
entre si, e apresentam poucas variacdes interespecificas na morfologia externa (e.g.
Carvalho-e-Silva, Gomes & Peixoto, 1995; Pombal et al. 1995; Conte et al. 2007), o que
dificulta a identificacao correta das espécies. No presente estudo observamos que utilizar
apenas caracteres morfolégicos e morfométricos para comparar espécies do grupo O.
catharinae, nao sdo suficientes, uma vez que além de apresentarem morfologias muito
semelhantes, estas espécies podem apresentar variacdoes e/ou padrdes morfoldgicos,

identificaveis somente por meio de uma andlise mais pluralista. Dessa forma, se faz
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necessdria a utilizacdo de outras fontes de dados (larvais, bioacusticos € moleculares),

reforcando a importancia do uso da taxonomia integrativa.

Com relagdo aos dados bioacusticos, o canto de antincio em anuros € espécie-
especifico (Gerhardt & Davis 1988), considerado um 6timo caminho para a avaliacao das
diferencas e afinidades taxonomicas (Gerhardt & Huber, 2002; Martins & Jim, 2003;
Kohler et al. 2017). Contudo, muitas vezes essas variagcdes entre espécies, nao sao muito
evidentes, principalmente se tratanto de espécies cripticas (Tonini et al. 2014, Hepp et al.
2015, Orrico et al. 2017). A partir das andlises do canto das espécies O. tripui e Ololygon
“Serra do Brigadeiro” sp. nov., verificamos que apesar de existir sobreposicdo entre 0s
parametros analisados, Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov., apresenta uma maior
amplitude nos valores de pardmetros que sdo considerados diagnosticos. Essa
sobreposicdo de valores entre parametros acusticos ja foi observada para outras espécies
do grupo (e.g. Ololygon carnevallii, Folly 2017). Segundo Kohler et al. (2017) descricoes
de cantos de anuros, sempre que possivel, devem ser acompanhadas por informacdes

moleculares dos espécimes gravados, visto o grau elevado de diversidade criptica neste
grupo.

A relacdo filogenética entre os espécimes analisados, foi congruente com os
resultados obtidos nas andlises morfoldgicas, morfométricas e bioacusticas. Encontramos
quatro linhagens distintas, incluindo O. tripui e outras trés inétidas, Ololygon “Serra do
Brigadeiro” sp. nov., Ololygon “Nova Lima” sp. nov. e Ololygon “Mimoso do Sul”. Um
dos métodos utilizados para identificar limites genéticos entre as espécies foi a distancia
genética para o gene COI, que é uma medida estatistica de quantificacdo das diferencas
genéticas entre grupos. Segundo Lyra et al. (2017), valores a partir ou proximos de 6%
para o gene COI, representam distancias genéticas entre espécies. Ololygon “Mimoso do
Sul” apresentou valores representativos de distancia-p entre as outras linhagens e, por
1Ss0, essa populacdo representa uma nova linhagem, mas optamos por ndo descrevé-la
como uma nova espécie no presente estudo, devido ao pouco material disponivel (apenas

dois individuos).

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas entre os valores de
distancia genética para o gene COIl entre O. tripui e Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp.
nov. (3,5%), diferencas na morfologia larval e adulta e no canto de antincio evidenciaram
a existéncia da nova espécie de Ololygon. Peixoto, et al. (2016) também encontraram
diferencas nas marcagdes de Ag-NOR e FISH entre O. tripui e Ololygon “Serra do
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Brigadeiro” sp. nov., indicando a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, envolvendo
as regides organizadoras do nucléolo entre essas espécies. Além disso, caso as duas
espécies tenham se divergido recentemente, € possivel que elas ndo tenham acumulado
diferencgas fixas em suas sequéncias do gene COI (Funk & Omland 2003), o que resultou
no baixo valor de distancia-p. De acordo com Zaidan (2014), a utilizacdo de mais de um
marcador mitocondrial para acessar os valores de distancia genética intra e
interespecificos se faz necessdrio, pois esses marcadores podem apresentar taxas de

evolucao diferentes.

A distribuicdo geogréfica das espécies determinadas neste estudo coincide com
complexos serranos do bioma Mata Atlantica do sudeste do Brasil. Padrdo de distribui¢do
semelhantes foram encontrados para outras espécies (e.g. O. flavoguttata, Cruz & Feio
2007; O. fuscovarius, Garey & Provete 2016; O. albicans, O. argyreornata, O.
catharinae, Campos & Lourenco de Moraes, 2017). Contudo, dado o alto nivel de
endemismo da Mata Atlantica (Carnaval & Moritz, 2008) e o nimero crescente de novas
espécies do grupo Ololygon catharinae descritas (Pombal Jr. et al. 2010; Cruz et al. 2011;
Lourenco et al. 2013, 2014, 2016; Nogueira et al., 2016; Andrade et al. 2018), a
diversidade taxondmica do grupo € claramente subestimada. No presente estudo,
demonstramos que evidéncias moleculares sdo importantes ferramentas que podem
ajudar arevelar a verdadeira diversidade do grupo Ololygon catharinae e as relagdes entre

suas espécies.
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Apéndice I
Material examinado

Ololygon tripui

BRASIL: Minas Gerais: Ouro Preto- fémeas (LZV 1711A, LZV 2490A, LZV
2825A, LZV 3023A, MCN 7755, MCN 7756, MCN 7758, MCN 7760, MCN 7761),
machos (LZV 7741A, LZV 7747A, LZN 756A,LZV 758A, LZV 763A,LZV 764A, LZV
769A, LZV1T710A, LZV2495A,LZV2824A, LZV2833A, MCN 7742, MCN 7745, MCN
7746, MCN 7748, MCN 7749, MCN 7750, MCN 7751, MCN 7757, MCN 7759); Ouro
Branco- fémeas (LZV 1752A, MCN 6679, MZUFV 7041, MZUFV 7022, MZUFV 7567,
MZUFV 7571), machos (MCN 6272, MZVUFV 7570); Caeté- machos (MCN 17039,
MCN 17043); Congonhas- machos (MCN 18387, MCN 18919,MCN 18386, MCN
18292); Santa Barbara- machos (MCN 4808).

Ololygon “Serra do Brigadeiro” sp. nov.

BRASIL: Minas Gerais: Parque Estadual Serra do Brigadeiro: fémeas
(MZUFV 6298, MZUFV 12103, MZUFV 11511, MZUFV 7681, MZUFV 12104,
MZUFV 7681, MZUFV 12798, MZUFV 7656, MZUFV 18562, MZUFV 9860), machos
(MZUFV 3095, MZUFV 3092, MZUFV 7684, MZUFV 18745, MZUFV 18746,
MZUFV 18747, MZUFV 9863, MZUFV 12187, MZUFV 19264, MZUFV 8035,
MZUFV 12401, MZUFV 758, MZUFV 763, MZUFV 764, MZUFV 769, MZUFV 1710).

Ololygon “Nova Lima” sp. nov.

BRASIL: Minas Gerais: Nova Lima: machos (MCN 64, MCN 75, MCN 138, MCN
363, MCN 423, MCN 1762, MCN 20291, MCN 20592, MCN 20593, MCN 20589).

Ololygon “Mimoso do sul”

BRASIL: Espirito Santo: Mimoso do Sul: machos (MZUFV 18752, MZUFV 18753).
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Apéndice 11

Tabela S1. Espécimes de Ololygon utilizados nas andlises moleculares.

Niimero de
Espécies Localidade Voucher Gif]sisauor;k Referéncia
CO1
Passo de Lvra et al
S. agilis Camarajibe, CFBHTO1137  KU494742.1 y '
i 2016
Alogas, Brasil
- Paraju, Espirito Lyra et al.
S. agilis Santo, Brasil CFBHT09033  KU494741.1 2016
- Linhares, Espirito Lyra et al.
S. agilis Santo, Brasil CFBHTO05276  KU494740.1 2016
Delfim Moreira, Granato-
S. perereca Minas Gerais, CT619 KU359504.1 Neto et al.
Brasil 2015
. Granato-
S. fuscovarius Alfen_as, Mlngs CT2263 KU359484.1 Neto et al.
Gerais, Brasil
2015
. Terezopdlis, Rio de Chaves et al.
S. albicans Janeiro, Brasil _ KU234703 2015
S. berthae ~ [WPUB AOVErd, ppii306 Koodogs  Drusquettiet
Paraguai al. 2014
S Sao Luis do L Cal
> Paraitinga, Sio ~ CFBHTO1172  KU494767 yra et ak
obtriangulatus . 2016
Paulo, Brasil
S Sao Jose do L tal
o Barreiro, Sio ~ CFBHTI14394  KU494768 yra et al.
obtriangulatus . 2016
Paulo, Brasil
S Santo Antonio do L 2ol
> Pinhal, Sdo Paulo, CFBHT00864  KU494769 yra et ak
obtriangulatus i 2016
Brasil
Guaxupé, Minas Granato-
0. longilinea e, VD CT667 KU359490 Neto et al.
Gerais, Brasil
2015
Boa Esperanca, Granato-
0. longilinea Minas Gerais, CT958 KU359524 Neto et al.
Brasil 2015
Formoso, Minas Granato-
0. ¢f. skaios AR CT2157 KU359526 Neto et
Gerais, Brasil
al.2015
Chapada Gaucha, Granato-
0. cf. skaios Minas Gerais, CT1649 KU359528 Neto et al.
Brasil 2015
Chapada Gaucha, Granato-
0. cf. skaios Minas Gerais, CT1650 KU359529 Neto et al.
Brasil 2015
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S.
argyreornatus
S.
argyreornatus
S.
[flavoguttatus

O. tripui
O. tripui
O. tripui

O. tripui

Ololygon
'""Nova Lima"
Sp. nov.
Ololygon
""Nova Lima"
Sp. nov.
Ololygon
'""Nova Lima"
Sp. nov.
Ololygon
'""Nova Lima"
Sp. nov.
Ololygon
""Serra do
Brigadeiro"
Sp. nov.
Ololygon
""Serra do
Brigadeiro"
Sp. nov.
Ololygon
""Serra do
Brigadeiro"
Sp. nov.
Ololygon
'""Mimoso do
sul"
Ololygon
'""Mimoso do
sul"
Osteocephalus
buckleyi

S19_Marlieria

S22 Marlieria

Vitoria, Espirito
Santo,Brasil
Ubatuba, Sao
Paulo, Brasil
Rio de janeiro,
Brasil
Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil
Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil
Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil
Ouro Preto, Minas
Gerais, Brasil

Nova Lima, Minas
Gerais, Brasil

Nova Lima, Minas
Gerais, Brasil

Nova Lima, Minas
Gerais, Brasil

Nova Lima, Minas
Gerais, Brasil

Araponga, Minas
Gerais, Brasil

Araponga, Minas
Gerais, Brasil

Araponga, Minas
Gerais, Brasil

Mimoso do sul,
Espirito Santo,
Brasil
Mimoso do sul,
Espirito Santo,
Brasil
Cando, Provincia
de Napo, Equador
Marliéria, Minas
Gerais, Brasil
Marliéria, Minas
Gerais, Brasil

CFBHT02212

CFBHTO02773

MZUFV18748
MZUFV18749
MZUFV18750

MZUFV18751

T1966

T1967

T1968

T1969

MZUFV18745

MZUFV 18746

MZUFV18747

MZUFV18752

MZUFV18753

QCAZ 24446
S19

S22

KU494747

KU494746

KU234704

Lyra et al.
2016
Lyra et al.
2016
Chaves et al.
2015
Presente
estudo
Presente
estudo
Presente
estudo
Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Ron et al.
2012
Folly et al.
2017
Folly et al.
2017
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Material Suplementar

JEETSH2T_Osieocenhalus buckieyl

KL432T42_Scinay agiis

r KU434749_Scinax aglis

L KLU43£4740_Scinax aglis

KU353504_Ecinax perereca

KU3s2284_Soiray fuscovarius
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Figura S1. Arvore de gene obtida a partir de inferéncia bayesiana para o gene COI de
todas as espécies de Ololygon disponiveis no Genbank e das sequéncias obtidas no

presente estudo.
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Figura S2. Arvore de gene obtida a partir de Verossimilhanca para o gene COI de todas
as espécies de Ololygon disponiveis no Genbank e das sequéncias obtidas no presente

estudo.
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