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Allobates tinae: uma espécie ou um complexo de espécies semelhantes?

RESUMO

Allobates tinae ndo é uma espécie de ampla distribuicdo como sugerido previamente, mas sim
um complexo de espécies semelhantes. Aqui descrevemos uma das quatro espécies do
complexo Allobates tinae que ocorre na porgdo norte do interflivio Purus-Madeira na floresta
ombréfila densa. Sugerimos que Allobate tinae € uma espécie restrita a por¢do sul do
interflivio e que habita floresta ombrofila aberta. A nova espécie de Alloabtes descrita nesse
estudo pode ser diferenciada facilmente pela combinacdo dos seguintes caracteres
morfolégicos: tamanho pequeno, dorso sem manchas ou desenhos de ampulheta; ventre, saco
vocal e térax amarelo em machos e fémeas com escassos melanéforos, quando presentes
concentrados na regido da mandibula; dedo 111 (IV segundo Grant et al. 2017) dos machos de
largura uniforme ao longo de todas as falanges; falange distal dos machos mais larga que das
fémeas; dedo Il das fémeas de largura irregular; falange basal mais larga que as falanges
medial e distal; antebraco mais curto que o brago. Girinos possuem disco oral emarginado;
labio anterior com 3 ou 4 papilas triangulares e curtas, presente nas margens laterais do labio;
labio posterior inteiramente cercado por uma fileira de 12 ou 14 papilas triangulares, com
tamanho semelhante na margem poéstero-lateral e postero-medial. Cantos de andncio s@o
compostos por 5 + 1 (3-7) notas com duracdo média de 0.041 s + 0.004 (0.029-0.054 s),
intervalo silencioso entre notas € de 0.15 s = 0.03 (0.10-0.23 s), sendo mais curto entre as
duas primeiras notas [ 0.12 s + 0.01 (0.10-0.15 s)] do que entre as duas ultimas notas [0.19 s
+ 0.02 (016-0.23 s)], com frequéncia de pico 5635 Hz + 209 (5168-6008 Hz), a frequéncia
baixa 5387 Hz + 204 (4849-5817 Hz) e a frequéncia alta é de 5829 Hz + 191 (5374-6206
Hz). A espécie descrita nesse estudo é a 202 espécie do género descrita para a Amazoénia
brasileira. Resultados filogenéticos sugerem a existéncia de outras duas espécies candidatas

no complexo A. tinae aguardando descrigdo formal.

Palavras-chaves: Anuro, Amazonia, Delimitagdo de espécies, Taxonomia integrativa



Allobates tinae: a single species or a complex of similar species?

ABSTRACT

Allobates tinae is not a widely distributed species as previously suggested but a complex of
cryptic species. In this study, we describe a new species of the Allobates tinae complex that
inhabits the lowland dense rainforest of the northern Purus-Madeira Interfluve. We suggest
that the distribution of A. tinae is restricted to the southern Purus-Madeira Interfluve and the
species inhabits lowland open rainforest. The new species described herein can be easily
distinguished by the following combination of morphological characters: small body size;
absence of dark blotches or hourglass pattern on dorsum; throat, chest and belly yellow in
males and females; when present, melanophores are scarce and founf only on the mandible;
Finger Il (Finger 1V following Grant et al. 2017) uniform in width along phalanges; distal
phalange of Finger Il larger in males adult than in females; proximal phalange of Finger IlI
larger than medial and distal phalanges in females; forearm shorter than arm. Tadpoles with
emarginated buccal apparatus; three or four triangular papillae on corner of the anterior
labium; one row of 12 or 14 short, triangular papillae on posterior labium; similar-sized
papillae on posteromedial and posterolateral region of posterior labium. Advertisement call
characterized by short trills composed by 5 + 1 (3-7) notes that last 0.041 s + 0.004 (0.029—
0.054 s). Average silent interval between notes was 0.15 s + 0.03 (0.10-0.23 s), being shorter
between the first pair of notes [0.12 s + 0.01 (0.10-0.15 s)] than between the last pair [0.19 s
+ 0.02 (016-0.23 s)]. Peak frequency was 5635 Hz + 209 (5168-6008 Hz); lower frequency
was 5387 Hz + 204 (4849-5817 Hz); upper frequency was 5829 Hz + 191 (5374-6206 Hz).
The new species described in this study is the 20™ species of Allobates from the Brazilian
Amazonia. Phylogenetic results indicate that there are two candidate species awaiting formal

description in the Allobates tinae species complex.

Key words: Anuran, Amazon, Species delimitation, Integrative taxonomy
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Figura 20. Comportamento reprodutivo da Allobates sp. nov. (A) Casal em amplexo (note
que o amplexo é cefélico), (B) macho deixando o ninho apds o amplexo, (C) fémea logo ap6s
ter deixado os ovos, (D) caracteristica dos ovos e gelatina da desova recém-posta, (E) macho
transportando 0s girin0s. FOtoS: A. P. LIMA. ....cccooiiiiiiiiiciee e 62
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1 INTRODUCAO

A regido amazonica é um grande reservatorio da biodiversidade do planeta, devido a
diversidade florestal que condiciona a diversidade de habitats apresentando alta riqueza de
espécies de invertebrados e de vertebrados (Gaston & Williams 1996; Myers et al. 2000;
Wilson 1992; Fouquet et al. 2012a, 2013; Jenkins et al. 2013). Dentre os vertebrados, os
anuros formam um grupo muito diverso e estdo amplamente distribuidos na Amaz6nia, com
alto grau de endemismo e muitos taxa apresentam complexos de espécies cripticas com
caracteres morfoldogicos semelhantes (Bossuyt & Milinkovitch 2000; Chiari et al. 2004;
Vences et al. 2003; Padial & De La Riva 2009; Kaefer et al. 2013).

Uma das problematicas enfrentadas na taxonomia até meados da década de 2000 era
gue a sistematica baseava-se em poucos caracteres morfoldgicos para a descri¢do de especies,
resultando em descrices equivocadas dentro dos complexos de espécie cripticas (Silva &
Straube 1996; Dayrat 2005). Essa problemaética levou a subestimativa do nimero de espécies
de anuros na Amazonia, e medidas de conservacdo podem ser ineficazes, pois a conservacgao é
baseada na distribuicdo das espécies (Foden et al. 2013; Caminer & Ron 2014).

A identificacdo e descricdo de espécies em grupos cripticos é bastante desafiadora,
pois ha grande predominéncia do conservadorismo ao longo da evolucdo morfoldgica dos
anuros (Vences et al. 2010; Kaefer et al. 2013; Rowley et al. 2015; Rojas et al. 2018). Da
mesma forma que a delimitacdo de espécies pautada puramente em dados morfologicos com
poucos caracteres pode levar a problemas para discriminar entre espécies, a utilizacdo de
dados puramente moleculares também nédo € adequada (Carstens et al. 2013; Sukumaran &
Knowles 2017).

A delimitacdo de espécies utilizando taxonomia integrativa, que é caracterizada pela
utilizacdo da combinacédo dos dados morfol6gicos, comportamentais, bioacusticos e genéticos,
é essencial, principalmente em anuros amazo6nicos que possuem morfologia conservadora
(Dayrat 2005; Fouquet et al. 2007;Elmer & Cannattela 2008; Vieites et al. 2009; Padial et al.
2010; Cornils & Held 2014; Ferrdo et al. 2017; Rojas et al. 2018).

O uso da taxonomia integrativa tem mostrado que espécies de anuros com ampla
distribuicdo geografica na verdade séo grupos de espécies cripticas (Padial & De La Riva
2009; Gehara et al. 2014; Ferrdo et al. 2016; 2017; Rojas et al. 2018).

Apds as revisdes taxondmicas dos anuros Dendrobatideos realizada por (Grant et al.

2006, 2017) e (Santos et al. 2009), houve um aumento do conhecimento taxonémico desse

16



grupo, permitindo a descricdo de novas espécies. O género Allobates foi alocado na familia
Aromobatidae e tornou-se quase exclusivamente cis-andino, com excecdo das espécies
Allobates talamancae (Cope 1875) e (Allobates niputidea Grant et al. 2007), que sdo trans-
andinas (Grant et al. 2006, 2017).

Na familia Aromobatidae o género Allobates possui 0 maior nimero de espécies
descritas, sendo até 0 momento conhecidas 53 espécies. Na América do Sul as espécies sao
distribuidas em planicies da Colémbia e do Equador, regido da Guiana, Guiana Francesa e
drenagem da regido amazonica brasileira, Bolivia, Peru, Venezuela, Martinica, e norte e oeste
da América Central na Nicaragua (Grant et al. 2017; Frost 2018).

A partir de 2009, doze taxa foram nominados dentro do género Allobates, com nove
espécies descritas para a Amazonia brasileira (Allobates hodli Simdes, Lima & Farias, 2010;
Allobates paleovarzensis Lima, Caldwell, Biavati & Montanarin, 2010; Allobates flaviventris
Melo-Sampaio, Souza & Peloso, 2013; Allobates grillisimilis Simdes, Sturaro, Peloso &
Lima, 2013a; Allobates magnussoni Lima, Simdes & Kaefer, 2014; Allobates tapajos Lima,
Simoes & Kaefer, 2015; Allobates bacurau Simdes, 2016; Allobates juami Simdes, Gagliardi-
Urrutia, Rojas-Runjaic & Castroviejo-Fisher, 2018 e Allobates tinae Melo-Sampaio, Oliveira
& Prates, 2018), as outras foram para a Venezuela (Allobates algorei Barrio-Amorés &
Santos, 2009), Colémbia (Allobates ignotus Anganoy-Criollo, 2012) e Guiana (Allobates
amissibilis Kok, Holting & Ernst, 2013) (Frost 2018).

A maioria das espécies descritas tem distribuicdo restrita ou desconhecida, sendo a
espécie descrita recentemente de porte pequeno, Allobates tinae, a que apresenta maior
distribuicdo, ocorrendo em diferentes habitats e cruzando o rio Madeira, considerado como
barreira geogréfica para muitas espécies (ver Kaefer et al. 2013; Gravena et al. 2014; Simes
2016). Porem, na arvore filogenética apresentada pelos autores, ha evidéncia de estruturacao
genética de quatro populacbes distintas (Melo-Sampaio et al. 2018) deixando ddvidas se
seriam espécies cripticas ou realmente uma espécie com ampla distribuicdo e com alta
flexibilidade fisioldgica que permite sobreviver em ambientes bem diversos como florestas
ombrdfilas densas e florestas ombrofilas abertas.

No presente estudo, foi avaliado utilizando taxonomia integrativa se as populac6es de
Allobates tinae da floresta ombroéfila fechada [porcdo norte do Interflivio Purus-Madeira
(IPM)] e uma espécie criptica e distinta de Allobates tinae cuja localidade-tipo é em floresta

ombrofila aberta. Adicionalmente, os objetivos foram separar a espécie irma do complexo de
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espécies recém-descrita de Allobates tinae e descrever uma possivel espécie candidata com
base em caracteres morfoldgicos, acusticos, genéticos e descrigdo dos girinos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo e procedimentos de coleta

Individuos de Allobates tinae foram coletados em 12 localidades distribuidas ao longo
de aproximadamente 1000 km de paisagens no interflvio entre os rios Purus e Madeira
(IPM). Dentre as localidades de coleta, sete estdo distribuidas na porcéo norte do IPM, que é
coberto predominantemente por floresta ombrofila densa (IBGE 2012). As demais localidades
estdo distribuidas na porcdo sul do IPM, cuja vegetacdo predominante é floresta ombrofila
aberta (Fig. 1). As coletas de adultos ocorreram no periodo chuvoso em excursdes de campo
entre novembro de 2009 e margo 2018. Girinos foram coletados em margo de 2017.
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Figura 1. Distribuicdo geogréafica dos dois clados filogenéticos de Allobates tinae com ocorréncia nas
florestas ombrofilas densas (verde escuro) e abertas (verde claro) do interflivio Purus-Madeira.
Circulos brancos: clado PMI Norte. Circulos vermelhos: clado PMI Sul. Estrela vermelha: localidade
tipo de A. tinae. Quadrados vermelhos: distribuicdo dos paratipos de A. tinae. Abreviacdes: AC, Acre;
RO, Rond6nia; MT, Mato Grosso; AM, Amazonas; BAC, 20 km ao sul de Boca do Acre; TEO,
Teotbnio; BUF, Ilha de Bufalo; PED, llha de Pedras; JIE, Jirau Esquerdo; Km12, km 12 da estrada
rodovia AM-254 que liga a BR-319 a cidade de Autazes; M; mddulo; N, norte.
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Adultos de A. tinae foram coletados no periodo diurno através de busca auditiva e
visual. Um total de 68 machos e 11 fémeas foram capturados manualmente com auxilio de um
pote plastico e levados para o laboratério improvisado no campo, onde foram mortos por
superdosagem de solucdo topica de benzocaina (0,2 mg/g). Amostras de tecido muscular
foram coletadas e armazenadas em alcool etilico absoluto. Posteriormente, os individuos
foram fixados em formalina 10% e apos trés dias foram transferidos para o etanol 70% para
armazenagem permanente. Dezessete girinos foram coletados na localidade M1 e criados em
laboratdrio até atingirem estagios de desenvolvimento larval adequado para descricdo. Girinos
foram mortos por superdosagem de benzocaina liquida diluida em agua e conservados em
formalina 5%. Adultos e girinos serdo depositados na Colecdo Herpetoldgica do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA-H) e amostras de tecido estdo armazenadas no
Laboratorio de Ecologia de Vertebrados Terrestres do INPA, Manaus, Brasil.

Cantos de anuncio de 17 machos foram gravados em sete localidades distribuidas ao
longo do IPM. Destas, duas gravacGes foram feitas no km 12 da AM-254 e sete gravacdes na
localidade M1, ambas na porcao norte do IPM (Fig. 1). Oito gravacbes foram realizadas na
porcdo sul do IPM, sendo trés nas proximidades da localidade tipo (Boca do Acre,
Amazonas), duas em Jirau Esquerdo, uma em Bufalo, outra em Teotonio e por fim uma
gravacdo em Pedras (Porto Velho, Rondbnia). Cantos foram gravados com microfone
direcional ME 66 (Sennheiser: Wedemark, Alemanha) conectado a um gravador digital PMD
660 (Marantz: Kanagawa, Japdo). O microfone ficou situado a aproximadamente 1 m de cada
macho gravado. GravacBes foram realizadas com taxa de amostragem de 44.1 kHz. A
temperatura do ar no instante da gravacao foi medida com termometro digital e variou de 24,3
a28,5°C, (25,5 +0.92 °C).

2.2 Morfologia

O sexo dos individuos foi atribuido através da presenca ou auséncia de caracteres
sexuais, tais como saco vocal e coloracdo ventral. Medidas morfométricas maiores que 10 mm
foram aferidas com paquimetro digital com precisdo de 0.1 mm, enquanto medidas menores
que 10 mm foram aferidas com auxilio de um microscopio estereoscopico. Vinte e trés
medidas morfométricas foram aferidas em cada individuo: 1) comprimento rostro-cloacal
(SVL); 2) comprimento da cabeca, da articulacdo da maxila até a ponta do focinho (HL); 3)

distdncia interorbital, medida entre os limites internos das palpebras superiores (10); 4)
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largura da cabeca ao nivel da articulacdo da maxila (HW); 5) comprimento do focinho, do
canto anterior do olho até a ponta do focinho (SL); 6) distancia do olho a narina, do canto
anterior do olho ao centro da narina (END); 7) distancia entre narinas, medido entre o limite
internos entre as narinas (IN); 8) comprimento do olho, do canto anterior ao posterior (EL); 9)
didmetro do timpano, medido horizontalmente no eixo cranio-cauda (TYM); 10) comprimento
do antebraco, da extremidade proximal do tubérculo palmar até a borda exterior do cotovelo
flexionado (FAL); 11) comprimento do brago, da sua inser¢do no tronco até a borda exterior
do cotovelo flexionado (UAL); 12) comprimento do fémur (coxa) a partir do centro da
abertura anal até a articulagdo tibio-femoral, com os membros semi-flexinados (LL); 13)
comprimento da tibia, da borda externa do joelho flexionado até o calcanhar (TL); 14)
comprimento do pé, da extremidade proximal do tubérculo metatarsal até a ponta do dedo 1V
(FL); 15) Comprimento da méo da borda proximal do tubérculo palmar até a ponta do dedo |
(HANDI); 16) comprimento da mao da borda proximal do tubérculo palmar até a ponta do
dedo Il (HANDII); 17) comprimento da médo da borda proximal do tubérculo palmar até a
ponta do dedo Il (HANDIII); 18) comprimento da mdo da borda proximal do tubérculo
palmar até a ponta do dedo IV (HANDIV); 19); largura do disco no dedo 111 da mao (WFD);
20) didmetro do tubérculo palmar (DPT); 21) largura do tubérculo tenar (WTT); 22) largura
do dedo Il da mdo (WPF); 23) largura do disco no dedo IV do pé (WTD) (Fig. 2)
Terminologias, caracteres diagndsticos e definicdes de medidas seguiram Caldwell & Lima
(2003), Grant et al. (2006) e Lima et al. (2007).

< m
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Figura 2. Esquema das medidas morfométricas realizada nos adultos dos dois clados de Allobates
tinae do IPM. Acronimos detalhado acima. Fotos: A. P. Lima.
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Dezessete medidas morfométricas foram tomadas dos girinos: 1) comprimento total,
medido da ponta da cauda até a ponta de focinho (TL); 2) comprimento do corpo, medido da
ponta do focinho a insercdo da cauda (BL); 3) comprimento da cauda, medido da ponta da
cauda até sua insercdo no corpo (TAL); 4) largura do corpo no nivel do espiraculo (BW); 5)
altura do corpo no nivel do espiraculo (BH); 6) largura da cabeca no nivel dos olhos (HWLE);
7) largura maxima do musculo da cauda (TMW); 8) altura maxima da cauda (MTH); 9) altura
méaxima do masculo da cauda (TMH); 10) distancia interorbital (10D); 11) distancia entre
narinas (IND); 12) distancia olho—narina (END); 13) distancia narina—focinho (NSD); 14)
diametro do olho (ED); 15) comprimento do tubo anal (VTL); 16) comprimento do
espiraculo (STL); 17) largura do disco oral (ODW) (Fig. 02) Foram determinados o0s estagios
de desenvolvimento dos girinos de acordo com Gosner (1980). Terminologia, caracteres
diagnosticos e medidas seguem Altig & McDiarmid (1999) e Sanchez et al. (2013).

Figura 3 Esquema das medidas aferidas nos girinos. Acronimos detalhados acima. Fotos: A. P. Lima.
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2.3 Bioacustica

O canto foi caracterizado como o conjunto de notas emitidas intercaladas por curtos
intervalos silenciosos (Fig. 4 e 5). Parametros espectrais foram medidos através de gréaficos de
espectro de energia gerados com resolucao de 82 Hz de frequéncia e 2048 pontos, janela do
tipo Blackman. Para evitar sobreposi¢cdo com o ruido de fundo, frequéncias foram medidas 20
dB abaixo da frequéncia de pico. Parametros foram aferidos com o uso do software RAVEN

1.5 (Bioacoustics Research Program 2014).
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Figura 4. Representacdo visual de trés parametros utilizados na caracterizagdo do canto de andncio de
Allobates utilizados neste estudo. Canto: grupo de notas intercaladas por curtos intervalos silenciosos.
Nota: principal subunidade que compde o canto e no caso de A. tinae, ndo subdividida em pulsos.
Intervalo silencioso entre notas: intervalo entre duas notas que compde 0 mesmo canto.

Abreviacgdo: InSi, intervalo silencioso emitido entre notas.

Parametros bioacusticos foram aferidos em cinco cantos de anuncio de cada um dos 17
machos gravados neste estudo. Em cada canto analisado, aferimos os seguintes parametros: 1)
duracdo do canto (DC); 2) nimero de notas (NN); 3) duragdo da primeira nota (DUR_N1); 4)
duracdo da nota central (DUR_NZ2); 5) duracdo da ultima nota (DUR_N3); 6) duracdo do
primeiro intervalo silencioso (INT_1); 7) duragé@o do intervalo silencioso apos a nota central
(INT_2); 8) duracdo do ultimo intervalo silencioso (INT_3); 9) frequéncia de pico da primeira
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nota (FP_N1); 10) frequéncia de pico da nota central (FP_N2); 11) frequéncia de pico da
ultima nota (FP_N3); 12) frequéncia baixa da primeira nota (FB_N1); 13) frequéncia baixa da
nota central (FB_NZ2); 14) frequéncia baixa da ultima nota (FB_N3); 15) frequéncia alta da
primeira nota (FA_N1); 16) frequéncia alta da nota central (FA_N2); 17) frequéncia alta da
ultima nota (FA_N3).
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Figura 5. Canto de anuncio de Allobates sp. nov. (A, B, E) e A. tinae (C, D, F) do interflGvio Purus-
Madeira. (A) Canto de andiincio composto por cinco notas: APL 22175, SVL = 15.2 mm, temperatura =
24.8 °C, localidade = M1 (Careiro da Varzea, Amazonas). (B) Canto composto pelo nimero méaximo
de notas (7) registrado para Allobates sp. nov.: APL 22177, SVL = 16.2 mm, temperatura = 24.7 °C,
localidade = M1 (Careiro da Varzea, Amazonas). (C) Canto de antncio composto por cinco notas: nao
coletado, temperatura = 25.5 °C, localidade = Jirau Esquerdo (Porto Velho, Rondénia). (D) Canto
composto pelo nimero maximo de notas (13) registrado para a A. tinae: APL 21678, SVL = 15.4,
temperatura = 25.9 °C, localidade = Boca do Acre (margem direita do rio Purus, Acre). Zoom das duas
primeiras notas que compde o canto de anuncio do espécime APL 22177 (E) e do espécime APL
21678 (F).
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2.4 Historia natural

Para tomada de dados de histéria natural, machos e fémeas foram seguidos e
observados do inicio da manha até o final da tarde em fevereiro de 2002 no Km 12 da Estrada
de Autazes e em abril de 2017 na localidade M1, porc¢do norte do IPM. Foi observado durante
este periodo as caracteristicas da secrecdo gelatinosas que cobrem os ovos, coloracdo dos
ovos, local de ovoposicédo, tipo de amplexo, horarios e locais preferenciais para a atividade de
vocalizacdo. Para testar se 0os machos séao territoriais foi usado play-back com gravacdo da

vocalizacdo de outro macho.

2.5 Sequenciamento e analises filogenéticas

DNA total foi extraido a partir de amostras de tecido muscular de seis individuos de
Allobates tinae da porcdo norte do Interflivio Purus-Madeira (IPM), com quatro individuos
do km 12 da estrada de Autazes (AM-254) e dois individuos do médulo de amostragem M1
da BR-319. Adicionalmente, foi extraido DNA total de trés individuos de Allobates tinae
coletados na porc¢do sul do mesmo interflGvio, na margem esquerda do alto rio Madeira (20—
50 km de Porto Velho, Ronddnia). O DNA foi extraido através do kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega, Madison-WI, E.U.A.) e seguindo as recomendacdes do fabricante.
Fragmento do gene mitocondrial 16S rRNA foi amplificado por meio de reacdo de cadeia
polimerase (RCP) utilizando 0s primers universais 16sar (5'-
CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3") e l16sbr (5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3")
descritos por Palumbi (1996). Reacdes de RCP foram realizadas seguindo o protocolo de
ciclagem de Maia et al. (2017). Reacbes de sequenciamento foram realizadas através do kit
Big Dye (Applied Biosystems) e seguindo as recomendacfes do fabricante. Os produtos de
sequenciamento foram precipitados utilizando EDTA/etanol e analisados no sequenciador
ABI 3130xI (Applied Biosystems). Todos os procedimentos laboratoriais foram conduzidos
no Laboratério Tematico de Biologia Molecular (LTBM) do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia (INPA). Sequéncias foram checadas e editadas manualmente através do
Geneious 5.3.4 (Kearse et al. 2012).

Além das sequéncias obtidas de individuos referidos no presente estudo, nosso banco
de dados foi composto por sequéncias de 80 individuos de Allobates representando 33

espécies. Adicionalmente, foram utilizadas sequéncias de quatro espécies representando
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géneros correlatos e utilizadas como grupo externo (Anomaloglossus stepheni, Aromobates
nocturnus, Mannophryne collaris, Rheobates palmatus). Para fins de reconstrucéo
filogenética, foram utilizadas sequéncias de quatro genes mitocondriais (12S, 16S,
cytochrome oxidase I, cytochrome b) e seis genes nucleares [28S ribosomal RNA (28S),
histone H3 (HH3), recombination activating gene 1 (RAGL1), rhodopsin (RHO), seventh in
absentia (SIA), e tyrosinase (TYR)]. A amostragem de taxons e de genes no presente estudo
seguiu (Melo-Sampaio et al. 2018).

Para cada gene amostrado, sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo
CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) como implementado no Bioedit 7.2.5 (Hall 1999) e
posteriormente checados manualmente. Os alinhamentos resultantes foram entdo unificados
no programa Mesquite 3.04 (Maddison & Maddison 2015), resultando no banco de dados
final composto por 5929 pares de bases e 91 taxons. Taxons, vouchers e nimero de acesso ao
GenBank das sequéncias utilizadas encontram-se no Apéndice.

Modelos de evolugdo nucleotidica e esquemas de particdes foram aferidos no
PartitionFinder 2.1.1 (Lanfear et al. 2016) através de critério de inferéncia Bayesiana e do
algoritmo PhyML (Guindon et al. 2010). Modelos de evolucdo e esquemas de particdo
propostos encontram-se na Tabela 1. Relacdo filogenética foi recuperada através de inferéncia
Bayesiana por meio do MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) como implementado no servidor
online CIPRES (Miller et al. 2010). Foi realizado quatro corridas independentes compostas
por quatro cadeias Markov de 10 milhGes de geracGes cada, amostradas a cada 1000 passos. A
estacionaridade dos parametros analiticos e convergéncia entre corridas foram checadas no
Tracer 1.7 (Rambaut et al. 2018) e assumidos quando valores de ESS foram maiores que 200.
A érvore filogenética foi sumarizada no MrBayes apOs descarte de 25% das arvores
armazenadas.

Algoritmos barcoding vem sendo utilizados em estudos de diversidade criptica de
anuros no Neotropico (Guarnizo et al. 2016, Ferrdo et al. 2016, 2018). Neste estudo,
aplicamos a implementacdo Bayesiana do algoritmo delimitador de espécies Poisson Tree
Process (bPTP) (Zhang et al. 2013). Foi utilizado o bPTP por ser um modelo que foca no
processo evolutivo de especiacdo, considerando o processo a partir do qual as linhagens
evolutivas surgiram e identificando as linhagens compativeis com o processo de coalescéncia,
portanto, implementamos para investigar se os clados de Allobates tinae recuperados por
nossa reconstrucdo filogenética representam espécies distintas. O bPTP foi conduzido com

400.000 geracdes MCMC, sendo amostradas a cada 100 gerag0es e utilizando burning de 20%
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através da implementacdo web do bPTP (https://species.h-its.org/). Foi aferida a distancia
genética ndo corrigida e distancia Kimura-2-Parametros (Kimura 1980) entre clados
recuperados associados a Allobates tinae através do MEGA 6.0. (Tamura et al. 2013).
Distancias genéticas foram aferidas utilizando o alinhamento de sequéncias do gene

mitocondrial 16S.

Tabela 1. Particdes e modelos evolutivos propostos por critério de inferéncia Bayesiana através do
algoritmo PhyML como implementado no PartitionFinder. NUmeros ap6s o nome dos genes denotam a
posicao do cddon. Acrdnimos dos genes sao descritos no texto. PT = particGes.

PT Modelo Genes Posicdo dos pares de bases

1 GTR+I+G 12S; 16S 1-946; 5238-5929

2 JC+I 28S; SIA-1 947-1741; 4264-4660

3 GTR+I+G COI-1; CYTB-1 1742-2339; 2340-3183

4 SYM+I+G COI-2; CYTB-2; CYTB-3 1743-2339; 2341-3183; 2342-3183

5 F81 COI-3; RHO-3 1744-2339; 3949-4263

6 HKY+G HH3-1; RHO-1; TYR-3 3184-3511; 3947-4263; 4663-5237

7 JC HH3-2; HH3-3; SIA-2 3185-3511; 3186-3511; 4265-4660

8 K80+G RAG1-1; SIA-3 3512-3946; 4266-4660

9 HKY+I RAG1-2; RAG1-3; RHO-2; TYR- 3513-3946; 3514-3946; 3948-4263; 4661-
1; TYR-2 5237; 4662-5237

2.6 Andlises morfoldgicas e bioacusticas

Foram utilizados dois métodos distintos para investigar se machos dos dois clados de
Allobates tinae que ocorrem no IPM podem ser diferenciados através de dados morfométricos
e bioacusticos: (1) RandomForest e (2) Anélise Discriminante de Componentes Principais
(DAPC). Adicionalmente, foram utilizadas Andlises de Componentes Principais (PCA)
associadas a Analises de Variancia Multivariada (MANOVA) para investigar se 0 espaco
morfométrico multidimensional ocupado por machos de ambos os clados de A. tinae sdo
diferentes entre si.

RandomForest € um algoritmo de aprendizagem supervisionada que constroi arvores
de classificagdo a partir da subamostragem randémica dos dados e posteriormente de seus
respectivos classificadores (Breiman 1996). RandomForest foi conduzido separadamente para

dados morfométricos e bioacusticos. Para conduzir o RandomForest morfoldgico, foram
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utilizadas 23 medidas morfométricas (SVL, HL, HW, SL, END, IN, EL, 10, TYM, FAL,
UAL, HANDI, HANDII, HANDIII, HANDIV, WFD, TL, FL, LL, DPT, WTT, WTD, WFP)
proveniente de 36 machos adultos de A. tinae do clado IPM Norte e 32 machos do clado IPM
Sul. RandomForest bioacustico foi conduzido com 16 medidas (CB, DUR_Total, DUR_N1,
DUR_N2, DUR_NB3, interN1, interN2, FP_N1, FP_N2, FP_N3, FB N1, FB_N2, FB_N3,
FA N1, FA_N2 e FA_N3) provenientes do canto de andncio de 15 machos de A. tinae, sendo
9 machos do clado IPM Norte e 6 machos do clado IPM Sul. Cada RandomForest foi
conduzido através da construcao de 1000 arvores de classificacao.

DAPC é um método eficiente de classificacdo de grupos (ex. morfol6gicos e
bioacusticos) a partir de variaveis sintéticas (eixos de PCA). Estas varidveis sdo sintetizadas a
partir da combinacdo de varidveis originais (ex. medidas morfométricas e bioacusticas) com
maior variacao entre e dentro de grupos pré-definidos (Jombart et al. 2010), que neste estudo
séo os clados distintos de A. tinae com ocorréncia no IPM. Com base nesta variagdo, a DAPC
calcula a probabilidade de cada espécime pertencer a um referido grupo. A DAPC foi
conduzida separadamente para dados morfométricos e bioacusticos e foi conduzida com o
mesmo banco de dados utilizados pelo algoritmo RandomForest.

Foi investigado se individuos de A. tinae dos clados filogenéticos que ocorrem no IPM
ocupam diferentes espacos morfométricos e bioacusticos através de Analise de Componentes
Principais (PCA). O numero de Componentes Principais (PC) a serem retidos para
visualizacdo grafica e para analises posteriores foi aferido por meio do modelo Broken-Stick,
que reteve os dois primeiros PCs. Para aferir a existéncia de diferenca estatistica no espaco
morfométrico e bioacustico ocupado por machos dos clados de A. tinae, foram conduzidas
Anélises de Variancia Multivariada (AMOVA) utilizando os dois primeiros PCs da PCA
como variaveis dependentes e clados filogenéticos como varidvel independente. A PCA
morfométrica foi conduzida com o SVL e 22 razbes morfométricas, sendo: HL/SVL;
HW/SVL,; SL/SVL; END/SVL; IN/SVL; EL/SVL; 10/SVL; TYM/SVL; FAL/SVL,
UAL/SVL; HANDI/SVL; HANDII/SVL; HANDII/SVL; HANDIV/SVL; WFD/SVL;
TL/SVL; FL/SVL; LL/SVL; DPT/SVL; WTT/SVL; WTD/SVL; WFP/SVL. A PCA com
dados bioacusticos foi conduzida com o mesmo banco de dados utilizado pelo RandomForest
e pela DAPC.

As analises morfométricas e bioacusticas foram conduzidas na plataforma R (R Core
Team 2017). O algoritmo RandomForest foi executado através do pacote randomForest 4.6-
14 (Liaw & Wiener 2001) e a DAPC foi executada através do pacote adegenet 2.1.0 (Jombart
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2008; Jombart & Ahmed 2011). PCA e MANOVA foram executadas atraves do pacote stats
3.4.1 (R Core Team 2017). A PCA foi implementada através da fun¢do pcrcomp utilizando o

comando “scale = TRUE”.

2.7 Comparagdes taxondmicas

A descricdo original do canto de anuncio de Allobates tinae (Melo-Sampaio et al.
2018) apresenta numero reduzido de pardmetros temporais e espectrais quando comparado
com os mensurados no presente estudo. Para viabilizar a inclusédo das informagdes referentes
ao canto de andncio de A. tinae da localidade-tipo nas comparagdes estatisticas com o canto
da Allobates sp. nov., foram fundidos os parametros mensurados por notas afim de obter
médias globais para 0s seguintes parametros: (1) duracédo das notas (composto por DUR_N1,
DUR_N2 e DUR_N3); (2) duracdo do intervalo silencioso (composto por inter_1, inter2 e
inter3); (3) frequéncia de pico (composto por FP_N1, FP_N2 e FP_N3). Foi utilizado teste t
para investigar a existéncia de diferenca estatistica no nimero de notas emitidas por canto,
duracdo do canto, duracdo das notas, duracdo do intervalo silencioso entre notas, e da
frequéncia de pico. Comparagdes foram feitas entre as médias dos pardmetros bioacusticos de
nove machos gravados da Allobates sp. nov. e 10 machos de A. tinae (incluindo o holétipo e
um macho ndo capturado da localidade tipo). Testes foram conduzidos na plataforma R (R
Core Team 2017).
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3 RESULTADOS

3.1 Analises filogenéticas

A anélise filogenética baseada em 10 genes recuperou Allobates como monofilético
(Fig. 6). O clado composto por Allobates olfersioides da Mata Atlantica foi recuperado como
irmdo de A. undulatus da Venezuela e demais espécies de Allobates. Apesar do suporte alto
para relacOes filogenéticas entre alguns grupos de espécies como: A. flaviventris + A.
magnussoni; A. masniger + A. nidicola; A. tapajos + A. gasconi, de maneira geral o suporte
para as relacdes filogenéticas entre especies foi baixo. Probabilidades posteriores > 0.90 sé&o
mostradas préximas aos ndés (< 0.90 omitidas). Trés grandes clados com alta probabilidade

posterior foram recuperados para Allobates gasconi e A. trilineatus (Fig. 6; 7).

olfersioides MNRJ79897
olfersioides MRT6031
undulatus AMNHA1591389

1 niputidea MUJ3520
| 1Etalamancae QCAZ16549
talamancae SIUC7667
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1 femoralis LSUMZ17552
femoralis QCAZ16484
1 femoralis OMNH36070
hodli ABUE21889
1 masniger APL12958
nidicola MPEG13821
——magnussoni MPEG11923
. 1 flaviventris APL15137 Jaci-Parana
1

flaviventris MTR25726 Serra dos Pacaas Novos
flaviventris MTR25512 Serra dos Pacaas Novos
flaviventris MTR25600 Serra dos Pacaas Novos
flaviventris ZFMKB66794 Cobija
flaviventris APL14523 Cachoeira Jirau
flaviventris OMNH36958 PE Guajara-Mirim
crombiei APL13458
_1|:fralisenescus QCAZ54377
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juanii TNHCF49728
caeruleodactylus MPEG13809
grillisimilis APL12747
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1 49asconi APL14410 Eirunepe
gasconi APL14411 Eirunepeée
gasconi APL14416 Eirunepé
gasconi MPEG13003 Rio ltuxi
gasconi OMNH36636 Rio ltuxi
gasconi MNRJ90230 Boca do Acre
gasconi MNRJ91681 Boca do Acre
gasconi MNRJ91682 Boca do Acre
gasconi MCP13630 Feijo
gasconi MNRJ91665 Feijoé
gasconi MNRJ916798 Rio Branco
gasconi MNRJ91683 Boca do Acre
gasconi MNRJ91684 Boca do Acre

continua

Figura 6. Arvore filogenética de Allobates reconstruida por inferéncia Bayesiana e através de quatro
genes mitocondriais (12S, 16S, COIl, CYTB) e seis genes nucleares (28S, HH3, RAG1, RHO, SAl,
TYR). Retangulo cinza no filograma esquerdo evidencia a por¢do da arvore filogenética mostrada no
lado direito.
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Com quatro clados fortemente suportados, sem probabilidade posterior, Allobates
tinae foi a espécie com maior estruturacdo dentre as inclusas neste estudo (Fig. 7). Dentre os
clados de A. tinae, dois destes ocorrem no IPM. O clado distribuido no sul do interflivio
(IPM Sul) € composto por individuos oriundos da margem esquerda do alto rio Madeira, além
do holétipo e um paratopdtipo de Boca do Acre (margem direita do rio Purus) e um individuo
do rio Ituxi (afluente da margem direita do rio Purus). O clado com distribui¢cdo na porcéao
norte do interflivio (IPM Norte) é composto por individuos coletados no km 12 da AM-254
que liga Autazes a BR-319 e por individuos oriundos do modulo permanente de amostragem
M1 da BR-319. O clado IPM Norte foi recuperado como monofileticamente reciproco em
relacdo ao clado composto por Tefé + IPM Sul (Fig. 7).
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Figura 7. Arvore filogenética (11) de Allobates reconstruida por inferéncia Bayesiana e através de
quatro genes mitocondriais (12S, 16S, COI, CYTB) e seis genes nucleares (28S, HH3, RAG1, RHO,
SAl, TYR). Probabilidades posteriores (PP) > 0.9.
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A implementacdo Bayesiana do algoritmo PTP delimitou cada um dos quatro clados
de A. tinae como espécies distintas. Distancias genéticas entre clados de A. tinae foram
moderadamente altas para o0 gene 16S rRNA (Tabela 2). A distancia genética K2P entre o
clado IPM Sul e Tefé foi de 4.1%, enquanto a distancia entre clado IPM Sul e IPM Norte foi
de 3.7%. O clado com maiores valores de diferenciacdo K2P foi Guajara-Mirim, com valores
K2P variando entre 4.7-5.2%. Veja a Tabela 2 para os valores de distancias genéticas p.

Tabela 2. Distancias genéticas K2P (diagonal esquerda inferior) e distancia ndo corrigida p (diagonal
direita superior) entre clados de Allobates tinae identificados como espécies distintas pelo algoritmo
bPTP. A linhagem 2 corresponde a A tinae descrita por (Melo-Sampaio et al. 2018). IPM = Interflavio
Purus-Madeira.

Linhagens 1 2 3 4
1 A tinae clado Guajara-Mirim 0.045 0.050 0.046
2 A tinae clado IPM Sul 0.047 0.040 0.035
3 A tinae clado Tefé 0.052 0.041 0.035
4 A.tinae clado IPM Norte 0.048 0.037 0.037

3.2 Analises morfoldgicas

O modelo RandomForest conduzido com dados morfométricos tomados de 36 machos do
clado IPM Norte e 32 machos do IPM Sul apresentou alta performance na atribuicdo de
individuos a seus respectivos clados, com apenas 10.3% de taxas de erro global. O modelo
classificou corretamente 33 individuos ao clado IPM Norte e 28 individuos ao clado IPM Sul.
Trés individuos do clado IPM Norte e quatro individuos do clado IPM Sul foram classificados
erroneamente em outro clado, representando uma taxa de erro de 8 e 12%, respectivamente.
As medidas morfométricas de maior importancia na classificacdo morfolégica de acordo com
0 modelo RandomForest foram, em ordem de importancia: WFD, WTD, SL, HANDI e WFP.

A DAPC conduzida com medidas morfométricas de machos do clado IPM Norte e
IPM Sul resultou em altas probabilidades de acerto na designacdo dos individuos a seus
respectivos clados (Fig. 8: A). Todos os individuos do clado IPM Norte foram atribuidos
corretamente ao clado de origem, com exce¢do de um espécime do M2. As probabilidades de
acerto para individuos desse clado foram altas 0.95 + 0.15 % (0.28-1.00). De modo similar,

todos os individuos do clado IPM Sul foram corretamente atribuidos a seu respectivo clado,
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com altas probabilidades de acerto (0.98 + 0.06) com apenas dois individuos apresentando
probabilidade de acerto moderada (75%). As medidas morfométricas com valores mais altos
de contribuicdo na classificacdo pela DAPC foram: WFD, WTD, IN e WTT.

O modelo de broken stick reteve os trés primeiros PCs resultantes da PCA conduzida
com dados morfométricos, que explicaram juntos 58.8% da variacdo dos dados. O espaco
morfométrico multidimensional de machos do clado IPM Norte se sobrep6s visualmente ao
espaco ocupado por machos do clado IPM Sul nos dois primeiros PCs (Fig. 8: B). Entretanto,
0 espaco morfométrico multidimensional ocupado pelos clados IPM Sul e IPM Norte estdo
pouco sobrepostos quando representados graficamente pelo PC1/PC3 e PC2/PC3 (Fig. 6: C—
D). A MANOVA conduzida com os trés primeiros PCs demonstrou que os dois clados de A.
tinae que ocorrem no IPM ocupam espacos morfomeétricos distintos (Pillai = 0.58; GL = 64; p
< 0.0001). As cinco variaveis morfométricas que mais contribuiram com a variacao capturada
pelo PC1 foram: HW, HANDI, TL, HANDIII e HANDII. Enquanto no PC2, as variaveis de
maior contribuicdo foram: HANDIV, FAL, TYM, LL e EL; e no PC3 foram: WFD, WPF, SL

e WTT. Veja a Tabela 3 para valores de contribuicdo das demais variaveis morfométricas.
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Figura 8. DAPC (A) e PCA (B-D) conduzidas com SVL e 22 raz6es morfométricas de 36 machos do
clado IPM Norte (pontos azuis) e 32 machos do IPM Sul (pontos vermelhos) de Allobates tinae.
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Tabela 3. Contribuicdo do SVL e 22 razbes morfométricas de Allobates tinae nos trés primeiros
Componentes Principais (PC) gerados pela Anélise de Componentes Principais. Veja defini¢cdes dos
acrénimos na secdo Materiais e Métodos. Valores em negrito denotam as cinco variaveis que mais
contribuiram com a formacgéo dos PCs 1-3.

Varidveis  PC1l PC2 PC3 Varidveis  PC1 PC2 PC3
SVL 0.2504  0.0780 -0.2769  HANDII -0.2629  0.0884  -0.0102
HL -0.2235 0.2553  0.1248 HANDIII  -0.2670 0.1239 0.2200
HW -0.2903  -0.0254  0.0083 HANDIV  0.0233 -0.4977  -0.0430
SL -0.1832  0.1595 -0.2926 WFD -0.1828  -0.0193  -0.4026
END -0.1343  0.2407 -0.1401 TL -0.2695 -0.1791  0.1825
INN -0.2113  -0.1980  0.0830 FL -0.2556  -0.1960  0.0611
EL -0.2287 0.2691  0.1360 LL -0.2355 -0.2713  -0.0249
10 -0.2452  -0.0934 -0.0500 DPT -0.1508 -0.1883  -0.1619
TYM -0.1172  -0.3304 0.0716  WTT -0.0457  -0.0364  -0.2821
FAL -0.1390  0.3442 0.2323 WTD -0.1494  0.0723 -0.4373
UAL -0.2556  0.1073  0.0889  WFP -0.0835  0.1495 -0.3793
HANDI -0.2723  -0.0748  -0.1290

3.3 Analises bioacusticas

O modelo RandomForest conduzido com parametros do canto de anincio de machos
de A. tinae com distribuicdo no IPM classificou com precisdo absoluta todos os individuos a
seus respectivos clados, sendo nove individuos do clado IPM Norte e oito individuos do clado
IPM Sul (veja a tabela 4 com a sumarizacdo desses parametros). Os parametros temporais
foram os mais importantes na classificagdo correta dos individuos, sendo DUR_NI,
DUR_N2, DC e DUR_N3 e as varidveis que mais contribuiram para a correta classificacao.

Assim como o modelo RandomForest, a DAPC performada com parametros temporais
e espectrais do canto de andncio de machos dos clados IPM Norte e IPM Sul (Fig. 9: A)
atribuiu os individuos a cada um de seus respectivos clados com probabilidade de acerto de
100%. Entretanto, as variaveis que mais contribuiram com a classificacdo resultante da DAPC
foram os parametros espectrais, em ordem de importancia: NN, INT 2, FP_N1, INT 1 e
FA_NL1.
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Tabela 4. Sumério dos parametros temporais e espectrais do canto de anuncio de representantes dos
dois clados de Allobates tinae com ocorréncia no IPM: clado IPM Norte do modulo M1 da BR-319
(Careiro Castanho, Amazonas) e do kml2 da AM-254 (Autazes, Amazonas); clado IPM Sul da
margem esquerda do alto rio Madeira (Porto Velho, Rond6nia) e margem direita do rio Purus (Boca
do Acre, Acre). Valores correspondem a média e desvio padrdo, seguidos pela variacdo (entre
parénteses). Acrdnimos estdo detalhados em Materiais e Métodos.

IPM Norte IPM Sul
Machos gravados 9 8
Cantos analisados 45 40
N° de Notas analisadas 135 120
Temperatura (°C) 25.4 £ 1.2 (24.3-28.5) 25.7 £ 0.4 (25.0-26.0)
Notas por canto 4.8+1.4(3-7) 8.02 £ 2.24 (5.00-13.00)
DC (s) 0.77 £ 0.30 (0.36-1.25) 1.86 £ 0.70 (0.85-3.70)
DUR_NL1 (s) 0.045 + 0.004 (0.036-0.054) 0.063 + 0.008 (0.048-0.079)
DUR_N2 (s) 0.039 £ 0.003 (0.029-0.045) 0.058 + 0.008 (0.045-0.073)
DUR_NS3 (s) 0.038 + 0.003 (0.034-0.049) 0.056 + 0.009 (0.042-0.072)
INT_1(s) 0.12 £ 0.01 (0.10-0.15) 0.13 +0.02 (0.10-0.16)
INT_2 (s) 0.16 £ 0.02 (0.12-0.20) 0.21 £ 0.06 (0.10-0.41)
INT_3(s) 0.19 £ 0.02 (016-0.23) 0.28 + 0.06 (0.16-0.40)
FP_N1 (Hz) 5698 £ 169 (5383-6008) 5731 £ 258 (5125-6288)
FB_N1 (Hz) 5436 + 183 (5115-5817) 5170 + 416 (4583-6075)
FA N1 (Hz) 5904 + 163 (5636-6206) 5996 + 218 (5626-6435)
FP_N2 (Hz) 5623 £ 188 (5276-6000) 5592 + 251 (5125-6115)
FB_N2 (Hz) 5388 + 204 (4908-5767) 5146 + 330 (4596-5961)
FA_N2 (Hz) 5820 £ 180 (5515-6182) 5908 £ 255 (5509-6497)
FP_N3 (Hz) 5584 + 210 (5168-5953) 5525 + 224 (5060-5900)
FB_N3 (Hz) 5338 + 217 (4849-5714) 5091 + 343 (4618-6003)
FA_N3 (Hz) 5764 £ 205 (5374-6132) 5803 £ 233 (5356-6122)

O modelo de broken stick reteve os trés primeiros PCs da PCA com dados
bioacusticos de A. tinae. De acordo com os resultados da PCA, o espaco bioacustico
multidimensional ocupado por machos de A. tinae do clado IPM Sul ndo se sobrepfe ao
espaco ocupado por machos do clado IPM Norte (Fig. 9: B-D), ha apenas uma sobreposi¢édo
sobre individuos do clado norte (pontos azuis sobrepostos entre si), sendo os clados IPM
Norte e IPM Sul significativamente distintos (Pillai = 0.90, GL = 13, p < 0.0001). O primeiro
PC explicou aproximadamente 48.2% da variacdo dos dados, o segundo PC explicou 25.6%
da variacdo e o terceiro PC explicou 13.7%. Os cinco parametros que mais contribuiram no
PC 1 foram: FB_N3, FP_N2, FP_N3, DUR_N3 e DUR_NZ2. Por outro lado, INT_2, FA N1,
DUR_N2, FP_N1 e DUR_N1 foram os parametros que mais contribuiram para o PC 2. Os
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parametros que mais contribuiram para formacdo do PC3 foram: INT_1, FB_N1, FB_N2,
FA N3 e FB_N3 (Tabela5).

Densidade
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0.1

PC1 (48.2%)
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[N
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Figura 9. DAPC (A) e PCA (B-D) conduzidas com parametros estruturais, temporais e espectrais do
canto de anuncio de 17 machos de Allobates tinae gravados no IPM, sendo nove machos do clado IPM
Norte (pontos azuis) e oito do IMP Sul (pontos vermelhos).

Tabela 5. Contribuicdo de 16 par&metros bioacusticos de Allobates tinae para os dois primeiros
Componentes Principais (PC) gerados por Analise de Componentes Principais. Pardmetros temporais e
espectrais foram mensurados com base em 9 machos do clado IPM Norte e 8 machos do IPM Sul.

Valores em negrito denotam as cinco variaveis que mais contribuiram com os PCs.

Variavel PC1 PC2 PC3 Variavel PC1 PC2 PC3

NN 0.2702  0.2191 -0.0071 FB_N1 -0.2522  0.0555 -0.4307
DC 0.2736  0.2640 -0.1088 FA N1 -0.2066  0.3388  0.2097
DUR_N1 0.2584  0.3084  0.0240 FP_N2 -0.3076  0.0771  0.0938
DUR_N2 0.2568  0.3275 -0.0126 FB_N2 -0.2753  0.0546 -0.3799
DUR_N3 0.2743  0.2887  0.0241 FA N2 -0.2250 0.3050 0.2670
INT_1 0.0479  0.1344 -0.5286 FP_N3 -0.2967  0.2072  0.1242
FP_N1 -0.2487  0.3216 -0.0451 FA N3 -0.2341  0.2703  0.2978
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Os resultados das analises utilizadas no presente estudo foram congruentes entre si e
mostraram que individuos de Allobates tinae do clado IMP Sul e IPM Norte podem ser
diferenciados filogeneticamente e através de caracteres morfoldgicos e bioacusticos.

Descrevemos a seguir o clado IMP Norte como uma espécie nova e distinta de A. tinae sensu

stricto.
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4 TAXONOMIA

4.1 Allobates sp. nov.

Figuras 10-16.

Grant et al., 2006: 128, Fig. 73.

Santos et al., 2009, material suplementar, Fig. S5A, “Allobates sp. ‘castanho” BR (C)
LSUMZ16910 e 16911).

Grant et al., 2017, 29, Fig. 21. Allobates sp Manaus
Allobates_sp_Manausl MPEG13826,"Brazil: Amazonas: Castanho: ca. 40 km S Manaus, no
km 12 na estrada de Autazes.

Melo-Sampaio, Oliveira & Prates, 2018, pg. 135, Fig. 3 Allobates tinae.

4.2 Holétipo

Numero de campo APL - 18656 um macho adulto, coletado por A. P. Lima em 16 de
dezembro de 2012, no médulo 1 de amostragem do RAPELD no quildmetro 32 da rodovia
federal BR-319 (3°21'12.16"S, 59°51'20.27"W); elevacdo 50 m a.s.l.), no municipio do

Careiro, Amazonas, Brasil.

4.3 Paratopétipos

Dezesseis individuos adultos, 13 machos nimero de campo APL - 17196, 17197,
17198 coletados por A. P. Lima em 15 de fevereiro de 2011, 18654, 18783, 18784 coletados
por Eveline Salvatico e Moises Melo da Silva em 16 de dezembro de 2012, 22172-22178
coletados por Douglas Lacerda e Natan Melo da Silva entre 20-26 de marco de 2017, trés
fémeas APL — 22227-22229 coletados por Natan Melo da Silva e Douglas Lacerda, 22-24 de
marco de 2018, no mddulo 1 de amostragem do RAPELD, no quilémetro 34 da rodovia
federal BR-319 (3°21'12.16"S, 59°51'20.27"W), no municipio do Careiro da Varzea,

Amazonas.
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4.4 Paratipos

Quatro machos adultos APL — 14061, 14065 e 14066, 14067, coletados por A.P. Lima em 07
e 08 de novembro de 2009 no Km 12 da estrada de Autazes 3°28'2.70"S, 59°49'9.16"0),
quatro machos APL — 17303, 17304, 17330 e 17347, coletados por A. P. Lima em 20 e 21 de
fevereiro de 2011 no mddulo 2 de amostragem do RAPELD, no quilémetro 100 rodovia
federal BR-319, municipio do Careiro, Amazonas (3°41'22.13"S, 60°20'6.25"W),

4.5 Material examinado

Macho adulto, APL — 17204, coletado por A. P. Lima em 16 de novembro de 2012 no
modulo 4 de amostragem do RAPELD, no quilémetro 220 da rodovia federal BR-319,
4°22'34.69"S, 60°56'55.69"W), cinco machos APL — 19214, 19192, 19212, 19191, 19209
coletado por Eveline Salvatico e Moises Melo da Silva em 31 de janeiro de 2013 no médulo 5
de amostragem do RAPELD, no quilémetro 260 da rodovia federal BR-319, trés machos
adultos APL — 18797, 18823, 18799, coletado por Eveline Salvatico e Moises Melo da Silva
em 10 de janeiro de 2013, no modulo 7 de amostragem do RAPELD, no quilémetro 350 da
rodovia federal BR-319, seis machos adultos APL — 18868, 18870, 18865, 18866, 18868,
18867, coletados por Eveline Salvatico e Moises Melo da Silva em 13 e 14 de janeiro de 2013
no modulo 8 de amostragem do RAPELD, no quilémetro 440 da rodovia federal BR-319.

4.6 Etimologia

O nome de Allobates sp. nov. ndo pode ser revelado nessa dissertacdo devido as
regras de descricdo de espécies. Porém, informamos que o nome serd uma homenagem a Dra.
Janalee P. Caldwell, do Museu de Historia Natural Sam Noble Oklahoma, Norman,
Oklahoma, EUA, que orientou a Dra. A. P. Lima a fazer descri¢cdes de Allobates, e que foi 0
ponto de partida para o desenvolvimento da maioria do nosso conhecimento atual sobre

Allobates Amazonicos.

4.7 Diagnose Baseada na serie tipo (mddulos 1, 2 e Estrada de Autazes Km 12)

Tamanho pequeno, 1) machos medindo 15,56-16,88 (média = 15,56 mm + 0,69) fémeas

de 16,64-16,94 mm (média = 16,79 mm % 0,15); 2) focinho truncado em vista dorsal, lateral e
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ventral; 3) machos e fémeas adultos em vida possuem superficie dorsal marrom sem desenhos
ou machas com textura granular; em animais preservados a superficie dorsal € marrom-claro a
creme sem desenhos ou manchas; presenca de pigmentos em forma de granulos com
coloracdo marrom-escuro sobre o dorso e pernas, esses pigmentos em forma de granulos estdo
delimitados pela faixa dorsolateral conspicua o que forma uma faixa longitudinal em
individuos preservados e em vida; 4) presenca de faixa dorsolateral conspicua de cor marrom-
claro em vida e creme em preservativo; 5) faixa lateral obliqua é uma mancha difusa no meio
da faixa lateral marrom escura indo da regido inguinal até proximo ao meio do corpo; 6) a
faixa lateral de coloracdo marrom-escuro € estreita na regido das narinas e larga a partir da
regido posterior das Orbitas oculares; 7) faixa ventrolateral em vida é irregular e segmentada
de cor branca iridescente, conspicua somente entre o braco e 0 meio do ventre; ausente em
animais preservados; 8) presenca de marca paracloacal de coloracdo palida em forma de meia-
lua; 9) em vida térax, garganta e abdémen de machos adultos é amarelo ouro translucido;
melandforos, quando presentes estdo concentrados na regido da mandibula; no material
preservado o torax, a garganta e abdémen possuem coloracdo creme; 10) fémeas adultas com
garganta, torax e ventre amarelo esbranquicado sem melanéforos, em material preservado ou
em vida; 11) iris é dourada com padrdo reticulado preto; 12); saco vocal distinto, Unico,
cobrindo 2/3 da regido gular e o térax; 13) processo lingual mediano ausente; 14) timpano
arredondado com 40% do comprimento do olho, membrana timpanica parcialmente
conspicua; 15); escudos digitais em todos os dedos; 16) terceira falange no dedo Il (IV
segundo Grant et al. 2017) da mao dos machos sem inchaco, dedo Il dos machos mais largo
que das fémeas e de largura uniforme ao longo de todas as falanges; 17) dedo 111 (IV segundo
Grant et al. 2017) das fémeas de largura irregular, falange basal mais larga que as falanges
medial e distal; 18) sem tubérculo distal no dedo IV; 19) dedo Il é subigual ao I, em torno de
0,10 mm mais curto que o dedo I; 20) dedo 11 € 0,89 mm em média mais curto que o dedo 1V;
21) falange distal do dedo I1l com 0.33 mm em média, aproximadamente 71% da largura do
disco no dedo Il1; 22) a ponta do dedo 1V néo alcanca o tubérculo distal do dedo 111 quando os
dedos sédo justapostos; 23) tubérculo tenar oval com 0,26 mm de largura em média, 54% do
tubérculo palmar; 24) sem prega metacarpal; 25) quilha tarsal curta em forma de tubérculo,
curvado e ndo alcanca o tubérculo metatarsal; 26) membrana basal presente entre os dedos Il
e 1V do pé; 27) testiculos ndo pigmentados; 28) oo6cito maduro pigmentado (1/3 negro e 2/3
branco); 29) coloca os ovos em ninhos de gelatina transparente em folhas mortas enroladas,

dobradas ou sobrepostas no chdo da floresta; 30) disco oral dos girinos emarginado; 31)
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apresentam l&bio anterior com trés ou quatro papilas triangulares e curtas, presente nas
margens laterais do l&bio, Iabio posterior inteiramente cercado por uma fileira de 12 ou 14
papilas triangulares, com tamanho semelhante na margem postero-lateral e postero-medial;
32) machos adultos vocalizam durante o dia; 33) possui cantos de anuncio com duracdo média
de 0.77 s £ 0.30 (0.36-1.25 s) e sdo compostos por 5 + 1 (3—7) notas com duracdo média de
0.041 s £ 0.004 (0.029-0.054 s); duracdo média do intervalo silencioso entre notas € de 0.15 s
+0.03 (0.10-0.23 5).

A nova espécie é atribuida inequivocamente ao género Allobates pela combinacéo
dos caracteres acima (13), (26), (27), (30) e (32) e pela caracteristica genética indicada no
presente trabalho, em Grant et al. (2006, 2017) e Melo-Sampaio et al. (2018).

4.8 Descricao do holotipo

Allobates sp. nov. APL 18656, macho adulto com SVL de 14,70 mm (medidas
disponiveis na Tabela 6). Cabeca mais larga do que longa, o comprimento da cabeca
representa 84% da largura da cabeca; largura da cabeca com 33% do SVL; o focinho é
truncado em vista dorsal, ventral e lateral (Fig. 10: A, B e C); a ponta do focinho é truncada e
se estendendo ap6s a mandibula inferior (Fig. 10: C); comprimento do focinho com 36% da
largura da cabeca; a distancia entre as narinas é 43% da largura da cabega; distancia do olho a
narina € 70% do didmetro do olho; narinas localizadas posterolateralmente; timpano
arredondado com 35% do comprimento do olho; membrana timpanica fracamente conspicua;
processo lingual mediano ausente; saco vocal unico cobre 2/3 da regido gular e térax; fendas
vocais presentes.

O antebrago (FAL) é mais robusto e menor que o brago, representando 82% do
comprimento do braco (UAL); HAND I11 é 23% do SVL; o dedo I € 0,20 mm mais longo que
o0 dedo Il; o dedo Il é mais curto que o dedo IV (HAND II: 2,40 mm e HAND 1V: 3,20 mm);
o comprimento relativo dos dedos é 111>1VV>I>11, a ponta do dedo IV néo alcanca o tubérculo
distal do dedo Il quando os dedos s&o justapostos. Dedo Il com a largura das falanges
similares. Auséncia de inchaco no dedo IlI; largura da falange distal do dedo Il com 0,45
mm, aproximadamente 78% da largura do disco no dedo IlI; discos no dedo I e Il sem
expansdo, nos dedos 111 e IV moderadamente expandidos; escudos digitais em todos os dedos;
franjas laterais e membranas basais ausentes entre os dedos; tubérculo palmar levemente

arredondado, com diametro de 0,50 mm, cerca de 15% do comprimento do dedo Il1; tubérculo
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tenar oval com 0,25 mm de largura, aproximadamente 50% do tubérculo palmar; dedos I, 1l e
IV apresentam um tubérculo subarticular redondo; dedo 111 com dois tubérculos subarticulares

redondos; sem prega metacarpal (Fig. 11: A).

Figura 10. (A) Visdo dorsal do hol6tipo (APL 18656) de Allobates sp. nov., pontos em forma de
granulos marrom-escuro distribuidos sobre o centro de todo o dorso, e regido posterior do braco sem
manchas, (B) em visdo lateral evidenciando a faixa dorsolateral, lateral e auséncia de faixa
ventrolateral, (C) em visdo ventral expondo o ventre translicido claro e regido da coxa, regido da
garganta sem melandforos. (D-F) Fémea, paratop6tipo APL - 22229, (D) visdo dorsal, note as
manchas sobre as Orbitas oculares, (E) visdo lateral, evidenciando a faixa obliqua lateral difusa, (E)
visdo ventral evidenciando o ventre quase transparente e auséncia de melandforos na regido da
garganta. Fotos: Jeni Magnusson.
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Membros posteriores robustos; tibia com 50% do SVL; fémur com 96% da tibia e 48%
do SVL; o pé corresponde a 44% do SVL; comprimento relativo dos dedos do pé IV > 11l >V
> |1 > I. Presenca de um tubérculo subarticular nos dedos I e 1l do pé; dois nos dedos Il e V;
trés no dedo IV. Tubérculo subarticular basal no dedo do pé IV mal definido (Fig. 10: A).
Membrana basal presente entre os dedos 11l e IV. Quilha tarsal curta em forma de tubérculo
curvado 1,2 mm do tubérculo metatarsal, ndo conectado por membrana (Fig. 12: A).

Figura 11. (A) Visao ventral da méo do hol6tipo (APL 18656), com tubérculo palmar quase redondo,
tenar oval. (B) Superficie ventral da m&o da fémea paratopdtipo (APL 22229) de coloragdo marrom,
causada por aglomeracdo de melan6foros, falanges de largura irregular no dedo I11. Note que o dedo
do macho é mais largo que o da fémea. Fotos: Jeni Magnusson.

4.9 Descricdo da cor do Holotipo em preservativo

A cor de fundo da superficie dorsal é creme, sobre esse fundo ha muitos pontos em
forma de granulos marrom escuros distribuidos sobre o centro de todo o dorso, sobre os olhos
h& uma mancha marrom escura (Fig. 10: A). Como o fundo da superficie dorsal é creme e
existe esse adensamento de granulos no centro, as faixas dorsolaterais delimitam uma faixa
central marrom que se estende da regido anterior do focinho ao uréstilo (Fig. 10: A e B).
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Faixa lateral marrom escura bem definida, que circunda o focinho, na parte anterior entre 0s
olhos mais fina, e na parte posterior aos olhos mais larga, sendo bem delimitada até dois
tercos do corpo, ap0s possui uma regido mais clara no centro da faixa, formando uma faixa
difusa obliqua. Parte superior do timpano € coberto pela faixa lateral marrom-escuro e parte
inferior de cor creme (Fig. 10: B).

A superficie ventral, da garganta, das pernas e dos bracos sdo de coloragdo creme, 0
ventre possui coloracdo creme translicido. Superficie ventral do pé e da mdo possem
coloracdo creme, com granulos marrom escuros (Fig. 10: C; 11: A). Superficie dorsal dos
membros posteriores possuem coloragdo creme com alguns melanoforos, sem faixas
transversais na tibia ou pés. Superficie anterior e posterior da coxa e regido paracloacal

marrom-escuro. Superficie posterior do brago sem machas marrons (Fig. 10: B).

Figura 12. (A) Pé do holdtipo (APL 18656) de Allobates sp. nov., note a presenca de um tubérculo
subarticular nos dedos | e 11, dois nos dedos Il e V, trés no dedo 1V e o tubérculo subarticular basal no
dedo 1V mal definido, presenca de quilha tarsal em forma de tubérculo. (B) Pé da fémea paratopétipo
(APL 22229) apresentando o mesmo nimero de tubérculos subarticulares presentes no macho e quilha
tarsal. Fotos: Jeni Magnusson.
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4.10 Variagcdo morfoldgica na série tipo

Uma Andlise de Componentes Principais (PCA) gerada a partir de 15 razdes
morfomeétricas dos machos nao mostrou diferencas morfoldgicas entre os individuos da regido
da série-tipo (localidade-tipo [mAdulos 1 e 2 no km 32 da rodovia federal BR-319 e km 12 da
estrada de Autazes]) e dos individuos mais ao sul pertencentes aos modulos 4, 5, 7 e 8 (T-
teste: t = 0.187, d.f. = 32, P = 0.071; PCA2 - t = 0.60, d.f. = 32, P = 0.55). O primeiro
componente principal (PCA1) explicou 29% e o segundo (PCA2) 15% da variacdo nas
medidas morfométricas usando as razdes que ja consideram o efeito do SVL.

Portanto, descrevemos variacdo na média de 4 fémeas e 36 machos. Medidas
morfométricas de machos e fémeas estdo na tabela 6.

O comprimento da cabeca nos machos corresponde a 86% =+ 0,05, variagdes
apresentadas no parénteses (71-96%) do HW; a largura da cabeca nos machos corresponde a
33% £ 0,02 (30—-38%) do SVL, fémeas 31% =+ 0,01 (31-32%); o comprimento do focinho em
relacdo a largura da cabeca é de 37% + 0,04 (31-46%); distancia ente narinas em relacdo a
largura da cabeca é de 42% + 0,02 (36-45); distancia do olho a narina corresponde a 66% =+
0,06 (51-79%) do diametro do olho; timpano arredondado, corresponde a 39% + 0,06 (24—
54%) do comprimento do olho.

Comprimento do antebraco corresponde a 89% =+ 0,05 (75-99%) do braco; o HAND3
nos machos corresponde a 23% + 0,01 (21-27%), em fémeas 21% =+ 0,00 (20-21%) do SVL.
Tubérculo palmar corresponde a 30% = 0,01, (30—40%) do comprimento do dedo IlI; largura
da falange distal do dedo Il aproximadamente 69% + 0.10 (0.55-99%) da largura do disco no
dedo 111, tubérculos subarticulares nos dedos da mao sdo semelhantes em tamanho e nimero
aos do holétipo em todos os individuos (Fig. 11).

Membros posteriores robustos, o comprimento da tibia em machos corresponde a 49%
+ 0,03 (44-57%) do SVL e em fémeas 46% + 0,01 (46-47%); o comprimento do pé em
relacdo ao SVL foi de 43% = 0.02 (39-49%) nos machos e fémeas; comprimento relativo dos
dedos do pe IV> 111> V> 11> |. Presenca de um tubérculo subarticular bem definido nos dedos
I (oval) e Il (redondo) do pé ; dois nos dedos IlI e V, pequenos redondos e mal definido; trés
no dedo IV, muito pequeno e mal definido especialmente o tubérculo subarticular basal.
Franja tarsal ausente. Quilha tarsal curta em forma de tubérculo curvado e ndo se estende até

tubérculo metatarsal interno; Discos dos dedos dos pés | e V fracamente expandidos e 11, 11l e
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IV moderadamente expandido. Membrana basal presente entre os dedos Il e IV. Franja basal
entre os dedos Il e 11I. (Fig. 12).
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Tabela 6. Vinte e trés medidas morfométricas aferidas a partir de 40 individuos de Allobates sp. nov. (36 machos e 4 fémeas), série-tipo composta por 25
individuos das localidades M1 e Km 12 da estrada de Autazes, foram utilizados também quinze individuos coletados mais ao norte nos médulos 4, 5, 7 e 8 do
RAPELD. Além disso foram medidos 39 individuos de Allobates tinae, disposicdo dos dados seguem: média + desvio padrdo. (Variagdo minima e maxima).

Acrdnimos detalhados em Material e Métodos.

Allobates sp. nov.

Allobates tinae

M1, M2 e KM 12 (Série tipo)

M4-M8

Caracteres

Holétipo

Machos (n = 22)

Fémeas (n = 3)

Machos (n = 14)

Fémea
(n=1)

Machos (n = 32)

Fémeas (n =7)

SVL

HL
HW
SL
EN
IN
EL
10
TYM
FAL
UAL
HAND |
HAND I
HAND I1I
HAND IV
WFD
TL
FL
LL
DPT
WTT
WTD
WPF

14.70

4.10
4.90
1.75
1.40
2.10
2.00
4.00
0.70
3.00
3.65
2.50
2.40
3.35
3.20
0.45
7.30
6.50
7.00
0.50
0.25
0.60
0.35

15.56 + 0.69 (15.56
16.88)
4.242+ 0.23 (4.00-4.90)
5.11 + 0.15 (4.80-5.40)
1.83+ 0.20 (1.55-2.20)
1.45 + 0.13 (1.20-1.65)
2.15 + 0.08 (2.05-2.30)
2.12 +0.10 (1.95-2.25)
4.33 +0.17 (3.95-4.60)
0.83 +0.12 (0.70-1.05)
3.35 + 0.25 (2.90-3.80)
3.81 +0.22 (3.45-4.10)
2.72 +0.12 (2.50-2.95)
2.54 +0.10 (2.40-2.75)
3.50 + 0.14 (3.25-3.70)
3,43 +0.14 (3.20-3.65)
0.47 +0.02 (0.45-0.50)
7.48 + 0.32 (6.80-8.00)
6.65 + 0.30 (6.10-7.40)
7.20 +0.27 (6.70-7.60)
0.48 + 0.04 (0.45-0.55)
0.27 + 0.06 (0.20-0.40)
0.57 + 0.07 (0.45-0.70)
0.32 + 0.04 (0.25-0.40)

16.79 + 0.63 (16.64-
16.94)
4.40 + 0,10 (4.30-4.50)
5.27 + 0.06 (5.20-5.30)
2.18 + 0.03 (2.15-2.20)
1.50 + 0.05 (1.45-1.55)
2.20 +0.05 (2.15-2.25)
2.17 +0.03 (2.15-2.20)
4.52 +0.05 (4.45-4.60)
0.98 + 0.03 (0.95-1.00)
3.40 + 0.09 (3.30-3.45)
3.87 + 0.12 (3.80-4.00)
2.95 + 0.05 (2.90-3.00)
2.70 + 0.05 (2.65-2.75)
3.47 +0.08 (3.40-3.55)
3.52 + 0.03 (3.50-3.55)
0.55 + 000 (0.55-0.55)
7.73 +0.12 (7.60-7.80)
7.17 +0.15 (7.00-7.30)
7.53 +0.15 (7.40-7.70)
0.53 + 0.03 (0.50-0.55)
0.27 + 0.03 (0.25-0.30)
0.63 + 0.03 (0.60-0.65)
0.32 + 0.03 (0.30-0.35)

14.84 + 0.61 (14.30-
15.68)
4.43 +0.32 (3.90-4.90)
5.03 + 0.26 (4.70-5.60)
1.94 +0.27 (1.50-2.35)
1.36 +0.14 (1.15-1.60)
2.05 + 0.10 (1.90-2.20)
2.24 +0.24 (1.95-2.60)
4.12 +0.11 (4.00-4.30)
0.81 + 0.11 (0.60-0.96)
3.46 + 0.35 (2.85-3.95)
3.73 + 0.26 (3.30-4.15)
2.76 % 0.16 (2.40-3.10)
2.53 + 0.015 (2.30-2.80
3.55 + 0.22 (3.20-3.90)
2.88 + 0.54 (2.25-3.55)
0.46 + 0.03 (0.40-0.52)
7.32 +0.28 (6.90-7.80)
6.49 + 0.26 (6.00-7.00)
6.86 + 0.24 (6.50-7.30)
0.47 + 0.06 (0.40-0.60)
0.23 + 0.05 (0.15-0.30)
0.52 + 0.08 (0.40-0.68)
0.33 + 0.05 (0.25-0.45)

15.73

4.10
5.00
2.10
1.35
2.10
2.10
4.40
0.90
3.20
3.60
2.70
2.55
3.35
3.40
0.45
7.20
6.70
7.00
0.45
0.20
0.55
0.25

15.72 £ 0.62 (14.71-
17.11)

4.50 + 0.37 (3.90-5.70)
5.23 + 0.24 (4.70-5.80)
2.20 + 0.24 (1.65-2.75)
1.48 +0.10 (1.25-1.75)
2.13 +0.09 (2.00-2.30)
2.18 +0.11 (2.00-2.50)
4.37 +0.22 (4.00-4.70)
0.86 + 0.15 (0.50-1.10)
3.41 + 0.26 (2.90-4.00)
3.93 +0.17 (3.45-4.25)
2.92 +0.18 (2.35-3.20)
2.63 +0.12 (2.40-2.85)
3.53 +0.17 (3.25-3.90)
3.31 + 0.40 (2.25-3.70)
0.53 + 0.04 (0.44-0.62)
7.51 + 0.34 (6.80-8.20)
6.77 + 0.32 (6.20-7.30)
7.33 +0.32 (6.80-8.00)
0.51 + 0.05 (0.44-0.60)
0.28 + 0.06 (0.20-0.40)
0.68 + 0.08 (0.50-0.88)
0.39 + 0.06 (0.25-0.56)

17.00 + 0.65 (15.74-
17.70)
4.53 +0.20 (4.15-4.75)
5.35 +0.12 (5.10-5.45)
2.26 + 0.06 (2.15-2.35)
1.53 + 0.08 (1.40-1.65)
2.24 +0.10 (2.05-2.35)
2.23 +0.10 (2.05-2.35)
4.56 + 0.15 (4.30-4.75)
1.04 + 0.08 (0.90-1.15)
3.46 +0.15 (3.20-3.75)
3.96 + 0.27 (3.50-4.25)
3.01 +0.18 (2.65-3.20)
2.76 +0.15 (2.50-2.95)
3.54 + 0.13 (3.30-3.70)
3.59 + 0.13 (3.35-3.75)
0.58 + 0.06 (0.45-0.65)
7.90 + 0.32 (7.40-8.30)
7.25 +0.29 (6.70-7.55)
7.66 + 0.30 (7.10-8.00)
0.56 + 0.07 (0.45-0.65)
0.31 + 0.07 (0.20-0.40)
0.70 + 0.08 (0.55-0.80)
0.34 + 0.05 (0.25-0.40)
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4.11 Variagdo da cor em vida na série tipo

Em individuos vivos, machos e fémeas adultos apresentam coloracdo dorsal de fundo
marrom, sem desenhos ou manchas, pigmentos em forma de granulos marrom-escuros estao
dispostos sobre o dorso me todos os individuos (Fig. 13: A, D-F). Possuem faixa dorsolateral
conspicua de cor marrom-claro iniciando na altura das pélpebras e estendendo-se até a regido
do urostilo (Fig. 13: D-F). A faixa lateral de coloragdo marrom-escuro comeca na ponta do
focinho e estendendo-se até a regido inguinal, sendo estreita na ponta do focinho, se alargando
gradativamente até a por¢do anterior das Orbitas e fica mais larga a partir da regido posterior
das Orbitas oculares, sendo uniforme até dois tercos do corpo, a partir do qual é interrompida
pela faixa lateral obliqua, caracterizada como uma mancha difusa no meio da faixa lateral
marrom-escura (Fig. 13: B, D-F). Possuem faixa ventrolateral, interrompida, irregular de
coloracdo iridescente esbranquicada bem definida logo apds o timpano e difusa a partir do
meio do corpo, em alguns individuos desaparece na regido inguinal (Fig. 13: B, D e E).

Superficie dorsal do braco é marrom-alaranjado em machos e fémeas; na inser¢do do
braco com o corpo superficie interior da médo e dedos | e 11 com tons amarelo translicido em
machos (Fig. 13 A, B e D). Em fémeas a superficie dorsal das médos é marrom-claro (Fig. 13
F). A cor de fundo da superficie dorsal da perna é marrom; com presenca de pigmentos em
forma de granulos marrom-escuros em machos (Fig. 13 D) e fémeas (Fig. 13 E); a regido
inguinal e a parte posterior das coxas marrom-escuro (Fig. 13: A, B, D e E); possuem uma
marca paracloacal palida em forma de meia-lua (Fig. 13: D); sem barras transversais na tibia
ou pé (Fig. 13: A, B, D-F). Superficie ventral amarela em ambos 0s sexos, machos amarelo
ouro e fémeas amarelo-claro. Regido ventral da coxa e tibia amarelo-claro transltcido em
machos e em fémeas amarelo mais claro tendendo a cor creme. (Fig. 13: C). Térax e garganta
de machos adultos amarelo ouro translicido com alguns espacados melanéforos na regido da
mandibula. Dois individuos apresentam alguns melanéforos no saco vocal; abdémen amarelo
sem melanoforos. Fémeas adultas com garganta, torax e abdémen de cor amarela, com uma
tonalidade esbranquicada na regifo central onde a endoderme é branca, sem melandforos. iris
é dourada com padrdo reticulado preto. O recém metamdrfico € marrom claro com a faixa

dorso lateral visivel (Fig. 13 F).
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Figura 13. Variacdo de cor em vida da Allobates sp. nov.: machos (A, B e D) com visto do padréo e
coloracéo da superficie dorsal saco vocal, faixa dorsolateral, faixa lateral com a faixa obliqua difusa e
linha ventrolateral descontinua e iridescente esbranquicada; (C) padrdo da superficie ventral de macho
a direita e fémea a esquerda, observe o dimorfismo na coloracdo da garganta; (E ) fémeas com padréo
de coloragdo dorsal, e faixas similares aos machos; (F) recém-metamorfico, com diferentes tons de
marrom e faixa dorsolateral visivel. Fotos: A. P. Lima.
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4.12 ComparagOes com outras espécies

A nova espécie € comparada com todas as espécies que ocorrem no Brasil, duas
espéecies adicionais distribuidas no Escudo da Guiana (Allobates granti e Allobates
amissibilis) e uma espécie adicional da Venezuela (Allobates algorei).

Allobates sp. nov. € uma espécie pequena possui coloragdo marrom na superficie
dorsal do corpo, 0 abdémen amarelo e ndo dispde de machas femorais de cores vermelhas ou
amarelas ou qualquer regido do corpo com cor negra, atraves desses caracteres distingue-se de
todas as especies descritas do grupo femoralis (Allobates zaparo (Silverstone, 1976), A.
femoralis (Boulenger 1883), Allobates myersi (Pyburn 1981) e Allobates hodli Simdes, Lima
& Farias 2010).

Allobates sp. nov. é distinta de Allobates masniger, Allobates vanzolinius (Morales,
2002), Allobates nidicola (Caldwell & Lima, 2003), Allobates paleovarzensis Lima, Caldwell,
Biavati, & Montanarin, 2010, e Allobates flaviventris Melo-Sampaio, Souza, & Peloso, 2013,
Allobates juami Simdes, Gagliardi-Urrutia, Rojas-Runjaic, & Castroviejo-Fisher, 2018 por
seu SVL menor, (machos e fémeas com SVL maximo < 17,00 mm em Allobates sp. nov.),
enquanto em A. nidicola, A juami, A. paleovarzensis, A. flaviventris, A. masniger, A.
vanzolinius o SVL é maior que 17,10 mm. Além de possuir tamanho menor os machos
adultos da Allobates sp. nov. podem ser diferenciados por possuirem as regides da garganta e
torax amarelo em individuos vivos e creme nos individuos em preservativo, sendo cinza,
cinza-escuro ou cinza-violeta em individuos vivos e cor escura em individuos preservados de
Allobates nidicola, A. paleovarzensis, A. flaviventris, A. masniger, A. vanzolinius. Allobates
juami possui uma Unica barra na regido média da tibia, que pode ser completa ou incompleta
(Allobates sp. nov. ndo apresenta barras nos membros posteriores).

Allobates sp. nov. é facilmente distinguido do grupo da mata Atlantica Allobates
olfersioides (Lutz, 1925) (Grant et al., 2017), por ndo possuir um desenho no dorso em forma
de X, ou um padréo cruzado.

Allobates sp. nov. tem sobreposicdo em tamanho com Allobates trilineatus
(Boulenger, 1884), Allobates marchesianus (Melin, 1941), A. brunneus (Cope, 1887) (Lima et
al., 2009), Allobates caeruleodactylus (Lima & Caldwell, 2001), Allobates conspicuus
(Morales, 2002) Allobates crombiei (Morales, 2002) (Lima et al. 2012), Allobates fuscellus
(Morales, 2002), Allobates gasconi (Morales, 2002), Allobates sumtuosus (Morales, 2002),
Allobates granti (Kok, MacCulloch, Gaucher, Poelman, Bourne, Lathrop & Lenglet, 2006),
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Allobates subfolionidificans (Lima, Sanchez & Souza, 2007), Allobates algorei Barrio-
Amorés & Santos, 2009, Allobates amissibilis Kok, Hoélting & Ernst, 2013, Allobates
grillisimilis Simdes, Sturaro, Peloso & Lima, 2013a, Allobates magnussoni Lima, Simdes &
Kaefer, 2014 e Allobates bacurau Simdes, 2016. Os machos de Allobates sp. nov. possuem
garganta amarela em vida e creme em individuos preservados, por esse caracteres sdo
facilmente diferenciados de Allobates trilineatus (Grant & Rodriguez 2001), A. magnussoni,
A. amissibilis, A. granti, A. marchesianus (Caldwell et al. 2002), A. algorei, A. gasconi, A.
fuscellus, A. bacuraue e A. conspicuus que possuem garganta em diferentes tons de cinza ou
cinza-violeta em vida e gargantas escuras em individuos preservados.

Allobates sumtuosus (Simdes et al. 2013b), A. caeruleodactylus, A. subfolionidificans, A.
grillisimilis e A. crombiei (Lima et al. 2012) possuem a garganta em tons branco, branco
translucido ou transparente esbranquicgado.

Allobates magnussoni, A. brunneus, A. algorei, A. crombiei e A. gasconi possuem um
desenho em forma de ampulheta ou mancha sobre dorso (Lima et al. 2014), (Allobates sp.
nov., ndo possui qualquer desenho ou mancha). A. caeruleodactylus difere da nova espécie
por possuir dedos azuis celestes (em vida Allobates sp. nov. os dedos sdo marrons). A.
grillisimilis possui uma ou mais barras transversais castanho-escuras nas superficies dorsais
das coxas e bracos em vida e em animais preservados, (auséncia de barras transversais nas
superficies dorsais das coxas e bracos em Allobates sp. nov.). A. conspicuus também pode ser
diferenciada por machos possuirem o terceiro (ou quarto) dedo da médo alargado, (a nova
espécie possui o terceiro dedo da méo sem alargamento).

Allobates tapajos Lima, Simdes & Kaefer, 2015 é uma espécie semelhante a Allobates
sp. nov., contudo, pode ser facilmente distinguida pela presenca de manchas escuras difusas
dispersas sobre o dorso (dorso uniforme e sem manchas em Allobates sp. nov.), auséncia de
faixa dorsolateral e ventrolateral em individuos vivos ou preservados (faixa dorsolateral e
ventrolateral presentes em individuos vivos em Allobates sp. nov.) e o canto € continuo e
constituido principalmente por pares de notas (canto em série de 5 ou 7 notas com intervalo
silencioso regular entre as séries em Allobates sp. nov.).

A espécie Allobates tinae pode ser confundida com a espécie descrita no presente
trabalho, por ter sobreposi¢do no tamanho e em alguns parametros da morfologia, mas pode
ser distinta da nova espécie (comparacGes em parénteses) por possuir coloracdo branca na
superficie ventral, garganta e térax das fémeas em vida (Allobates sp. nov. possui coloracdo

amarela). Garganta e torax dos machos com grande quantidade de melant6foros (Allobates sp.
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nov. sem melan6foros, ou poucos concentrados na regido da mandibula). Dedo Il (IV
segundo Grant et al. 2017) de machos e fémeas com as falanges basais mais largas que as
falanges mediais e distais (em Allobates sp. nov. o dedo 11l dos machos tem largura uniforme
ao longo de todas as falanges, sendo mais largo que o dedo das fémeas). O FAL é mais longo
que o braco (Allobates sp. nov. FAL é mais robusto e curto que o braco - UAL).

Diferem ainda estatisticamente no canto de andncio por Allobates sp. nov. possuir
menor duracdo do canto (série) e nota, , menor nimero de notas por série, e menor duracao
do intervalo silencioso entre notas . (Ver a sessdo: comparacdo do canto de andncio com

outras espécies).

4.13 Descricdo dos girinos

Os estagios de desenvolvimento seguiram Gosner (1980). A descricdo foi baseada nos
12 girinos do estadgio 36 e as medidas dos outros girinos nos diferentes estigios estéo
representadas na (Tabela 7). Em visdo dorsal o corpo é ovoide, com extremidade final do
corpo truncada (Fig. 14: A), e triangular em vista lateral (Fig. 12: B). Comprimento do corpo
(BL) possui em média comprimento de 6,69 + 0,14 mm e corresponde a 31% do comprimento
total (TL) e o comprimento da cauda (TAL) é em média 14,78 + 0,34 mm e representa 69% do
TL que possui comprimento médio de 21,47 + 0,47 mm; corpo ligeiramente mais largo que
profundo, altura do corpo (BH) em média 2,67 + 0,05 mm e corresponde a 54% da largura do
corpo (BW) ao nivel do espiradculo que tem em média 4,90 + 0,19 mm; largura da cabeca no
nivel dos olhos (HWLE) em média 4,49 + 0,21 mm, representa 92% da BW; focinho
arredondado em vista lateral e dorsal; a distancia entre olhos e narinas (END) com
comprimento médio de 0,71 + 0,04 mm correspondendo a 75% do diametro do olho (ED);
olhos dorsais e dirigidos dorsolateralmente; ED 0,95 + 0,05 mm; a distancia média entre entre
os olhos (IOD) é de 1,18 + 0,06 mm representando 26% do HWLE. As narinas sdo visiveis,
amplamente espacadas, pigmentadas e localizadas dorsalmente e dirigidas anteriormente; a
distdncia média entre as narinas é 1,10 + 0,06 mm. Espiraculo no lado esquerdo, localizado na
porcao central do corpo, formado por um tubo livre de 0,55 + 0,05 mm com abertura dirigida
posterodorsalmente (Fig. 14: B). Tubo anal destro, longo, aderido a nadadeira ventral e com
comprimento médio de 1,36 £ 0,07 mm. Intestino longo enrolado, ocultando outros 6rgéos em
vista ventral, deslocado para a direita. Musculatura caudal robusta, mais larga na insergéo

corpo-cauda (1,97 + 0,05 mm), reduzindo posteriormente (0,99 £ 0,04 no meio) até o final da
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cauda (0,22 + 0,05). Nadadeira dorsal se inicia em 3,98 + 0,13 mm ap0s a inser¢do da cauda
com o corpo, sendo levemente arqueada, tendo largura quase uniforme ao longo de quase toda
a cauda (1,52 + 0,07 mm no meio), sendo estreita somente no inicio e no fim; ponta da cauda
acuminada; nadadeira ventral (0,98 £ 0,06 mm no meio da cauda) mais estreita que a dorsal
(Fig. 14: B).

Tabela 7. Medidas morfométricas obtidas de 17 girinos na localidade tipo [médulo M1 da BR-319
(Careiro Castanho, Amazonas)]. A descricdo dos girinos foi pautada nos 12 girinos no estagio 36.
Sigas dos caracteres definido em Material e Métodos e os estagios foram classificados segundo Gosner
(1980).

Estagio 33 _ Estégio 35 _
Caracteres Estagio 34 (n=2) Estégio 36 (n = 12)
(n=1) (n=2)

TL 18,90 18,80 19,40 19,00 19,90 21,47 +0,47 (21,47 — 22,50)
BL 6,30 5,20 6,40 6,40 6,50 6,69 £ 0,14 (6,50 — 7,00)
TAL 12,60 12,60 13,00 12,60 13,40 14,78 + 0,34 (15,50 — 14,78)
BW 4,30 4,30 4,45 4,40 4,60 4,90 + 0,19 (4,60 —5,30)
BH 2,50 2,00 2,50 255 255 2,67 £0,05 (2,60 —2,75)
HWLE 3,80 3,80 4,00 4,00 4,20 4,49 + 0,21 (4,15 -4,90)
TMW 1,60 1,70 1,75 1,75 1,80 2,06 £0,11 (1,90 — 2,15)
MTH 3,45 3,70 3,90 3,85 3,90 4,09 + 0,23 (3,70 — 4,50)
TMH 1,60 1,65 1,75 1,70 1,75 1,96 + 0,13 (1,75 - 2,20)
IOD 1,00 1,00 1,05 (1,00 1,00 1,18 + 0,06 (1,05 — 1,25)
IND 0,95 0,95 1,00 0,95 1,00 1,10 + 0,04 (1,00 — 1,15)
END 0,60 0,65 0,65 0,60 0,65 0,71 £ 0,04 (0,65 - 0,80)
NSD 0,40 0,40 0,45 0,40 0,45 0,50 + 0,06 (0,40 —0,60)

ED 0,80 0,85 0,90 0,85 1,00 0,95 + 0,05 (0,85 — 1,00)
VTL 1,30, 1,30 1,30 1,30 1,35 1,36 + 0,07 (1,25 - 1,50)
STL 0,35 0,35 0,40 045 0,45 0,55 + 0,05 (0,50 — 0,65)
ODW 1,45 1,45 1,50 1,45 1,60 1,58 + 0,06 (1,50 — 1,70)

Disco oral emarginado, localizado anteroventralmente (Fig.: 14: B; 15: B), largura
média 1,58 mm % 0,06; labio anterior com trés ou quatro (sete individuos com trés papilas e
cinco com quatro) papilas triangulares e curtas, presentes nas margens laterais do labio. Labio
posterior inteiramente margeado por uma fileira de 12 ou 14 (sete individuos com 12 papilas e

cinco com 14) papilas triangulares, com tamanho semelhante na margem postero-lateral e
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postero-medial; auséncia de papilas submarginais (Fig. 15: A). Mandibula anterior em forma
de arco e posterior em forma de V, ambas estreitas e serrilhas em toda sua extensdo; férmula
dentaria 2(2)/3(1); linha de dentes A-1 completa com 1,39 = 0,06 mm de comprimento, linha
de dentes A-2 interrompida medialmente, onde consiste de duas linhas com 0,51 + 0,05 mm
de comprimento cada, amplamente separadas ao nivel da mandibula anterior por um
espacamento de 0,53 £ 0,03 mm. Linhas de dentes posteriores P-1 e P-2 possuem 0 mesmo
comprimento 1,36 + 0,08 mm e fileira P-3 1,06 + 0,07 mm, sendo em média 78 £+ 1,3% de P-1

e P-2. Alinha lateral néo é visivel nos girinos.

4.14 Cor de girinos preservados

A cor de fundo da superficie dorsal, lateral e anteroventral do corpo e mdsculo da
cauda creme (Fig. 14); essas regides sdo cobertas por manchas marrom-escuras irregulares,

formadas pela agregacdo de melanoforos.

Figura 14. Girino de Allobates sp. nov., no estagio 36, (A) Vista dorsal, note o corpo ovalado, narinas
amplamente espacadas e pigmentadas, (B) vista lateral evidenciando o disco oral localizado
anteroventralmente e o espiraculo localizado na por¢do central do corpo, (C) vista ventral, note o
intestino enrolado ocultando outros érgdos. Fotos: Jeni Magnusson.
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A regido ventral é creme claro com poucos melandforos espalhados pelo ventre e
com manchas na lateral (Fig. 14: C); regido posteroventral do corpo é transllcido permitindo
a visualizacdo do intestino. As nadadeiras sdo translucidas com reticulacdo esbranquicada e

com aglomeracdo de melandforos que formam manchas escuras irregulares (Fig. 14: B).

Figura 15. Disco oral do girino de Allobates sp. nov., no estagio 36, (A) visdo ventral, com trés
papilas no labio anterior e doze papilas no labio posterior, a fileira de dentes anteriores A2
amplamente interrompida na regido medial, a mandibula anterior em forma de U e a posterior em
forma de V, (B) visdo anteroventral evidenciando as papilas posteriores e fileiras de dentes posteriores
P1, P2 e P3. Fotos: Jeni Magnusson.

4.15 Cor dos girinos em vida
A superficie dorsal, lateral e anteroventral do corpo é marrom. O musculo da cauda de

cor creme com nadadeiras translucidas, com as superficies dorsais e laterais cobertas por

manchas marrom-escuras irregulares, formadas pela agregacdo de melanéforos. (Fig. 16).

55



Figura 16. Girinos em vida de Allobates sp. nov., no estagio 25. Note as superficies dorsal, lateral e
anteroventral de cor marrom, as nadadeiras sdo translicidas. Nesse estadgio sdo transportados pelo
macho para pocgas temporérias no meio da floresta. Foto: A. P. Lima.

4.16 Comparacédo dos girinos com outras espécies

Os girinos de A. granti (Kok et al. 2006), A. brunneus (Lima et al. 2009), A.
paleovarzensis (Lima et al. 2010), A. sumtuosus (Simdes & Lima 2012), A. magnussoni
(Lima et al. 2014), e Allobates tapajos (Lima et al. 2015) se diferenciam da nova espécie por
possuirem a regido posteroventral do corpo transparente, com 6rgaos visiveis (Allobates sp.
nov. tem ventre translicido, somente os intestinos sao visiveis de forma difusa), além disso A.
granti possui papilas curtas com pontas arredondadas (Allobates sp. nov. com papilas curtas
com formato triangular). A. subfolionidificans, A. brunneus, A. paleovarzensis, A. sumtuosus e
A. magnussoni possuem mais de cinco papilas em cada lado do l&bio anterior e mais de 22
papilas no labio posterior, todas curtas com pontas arredondadas (Allobates sp. nov. apresenta
trés ou quatro papilas curtas com formato triangular no labio anterior e no maximo 14 papilas
no labio posterior). Allobates tapajos possui labio anterior com quatro ou cinco papilas curtas
e arredondadas e labio posterior com papilas de diferentes comprimentos, todas com pontas
arredondadas, tendo quatro a cinco papilas longas entre as papilas laterais e mediais do labio
posterior (Allobates sp. nov. possui papilas de tamanho igual nos labios anteriores e
posteriores com pontas triangulares).
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Girinos de Allobates sp. nov. podem ser diferenciados facilmente de A.
caeruleodactylus (Lima & Caldwell 2001), A. marchesianus (Caldwell et al. 2002) e A.
grillisimilis (Simdes et al. 2013) pela presenca de papilas longas no labio posterior; possuem
barras escuras transversais na cauda (Allobates sp. nov. possui de trés a quatro papilas curtas
de cada lado do labio anterior e ndo possui barras transversais na cauda). Os girinos de
Allobates nidicola e Allobates masniger sdo endotroficos e se desenvolvem em ninho
terrestre, sendo altamente especializados, ndo possuindo quaisquer estruturas do disco oral ou

espiraculo (Caldwell & Lima 2003; APL, dados ndo publicados).

4.17 Descrigdo do canto de anincio

O canto de anuncio de Allobates sp. nov. € formado por grupos de notas tonais de
curta duragdo com modulacdo ascendente (Fig. 17: A). Os cantos tém duracdo média de 0.77 s
+ 0.30 (0.36-1.25 s) e sdo compostos por 5 + 1 (3—7) notas com duracdo média de 0.041 s +
0.004 (0.029-0.054 s). A duracdo média do intervalo silencioso entre notas é de 0.15 s + 0.03
(0.10-0.23 s), sendo mais curto entre as duas primeiras notas [ 0.12 s £ 0.01 (0.10-0.15 s)] do
que entre as duas Ultimas notas [0.19 s + 0.02 (016-0.23 s)]. Frequéncias possuem intensidade
semelhante ao longo das notas em cada canto: a média da frequéncia pico é 5635 Hz + 209
(5168-6008 Hz), a frequéncia baixa 5387 Hz + 204 (4849-5817 Hz) e a frequéncia alta é de
5829 Hz + 191 (5374-6206 Hz). Parametros temporais e espectrais estdo detalhados na
Tabela 8.

Tabela 8. Sumario dos pardmetros bioacusticos do canto de andncio de Allobates sp. nov. e Allobates
tinae. Valores correspondem a média e desvio padrdo, seguidos pela variacdo (entre parénteses). * =
valores extraidos de Melo-Sampaio et al. (2018).

Numero Numero Duracéo do x Duracao Frequéncia de
Duragéo da nota intervalo :
tombo de notas canto A pico
silencioso
Allobates sp. nov.
APL 22172 38+04 528+72(401-  0.042+0.003 0.131+0.023 5751+ 90
(3-4) 578) (0.038-0.049) (0.108-0.169) (5542-5943)
APL 22173 3.6+05 543 £ 104 0.044 + 0.004 0.147 £ 0.029 5679 + 55
(3-4) (415-639) (0.037-0.049) (0.110-0.190) (5577-5771)
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ApLogi7a 6405 1068115 00440006 014830024 5734135
(6-7) (975-1221)  (0.037-0.054)  (0.114-0187)  (5556-6008)
ApLogt7s 5405 956126 0041+0004  0174+0034  5841+84
(5-6) (843-1113)  (0.034-0.047)  (0.121-0223)  (5728-6008)
ApLogl7e  5B08  930£192 004040004  0150+0033  5333+092
(5-7) (741-1205)  (0.035-0.046)  (0.109-0213)  (5168-5469)
ApLogty;  6+07( 1045:142 00400003  0169+0031 546896
7 (855-1255)  (0.035-0.045)  (0.129-0225)  (5383-5642)
ApLogtzg  6+07(-  1046:142 00400003 016830032 5478102
7 (853-1253)  (0.035-0.046)  (0.126-0.226)  (5383-5663)
APL140g,  32£04 402£67(350- 00380004 012840015 558492
(3-4) 519) (0.029-0043)  (0.101-0.147)  (5438-5719)
421+26(386-  0.038+0002  0153+0028 5847 +106
APL 14065 3 459) (0.035-0042)  (0.117-0.189)  (5648-6000)
771 + 296 004140004 01540031 5635+ 209
Total 5£1(-7)  (359.1255)  (0.020-0.054)  (0.101-0.226)  (5168-6008)
Allobates tinae
CENBAM  8+2(5-  1872+415  0070£0009 021140094 5438+ 186
0406 10) (1195-2217)  (0.055-0076)  (0.117-0.414)  (5233-5771)
CENBAM (., 14082415  0058+0003  0213:0072 5062202
0343 t (1040-2119)  (0.056-0.063)  (0.109-0.379)  (5535-6288)
CENBAM . g 1892425  0056+0003 02330078 5787153
0344 t (1994-2540)  (0.054-0058)  (0.121-0.340)  (5513-6051)
18354282  0.068+0003  0215+0074  5533+99
APLISTSL  8x1(6-9) (1480 2128)  (0.065-0071)  (0.125-0.332)  (5448-5663)
o coletado | 12%1 33374311 0069+0003  0225+0083  5424+88
(11-13)  (2857-3702)  (0.065-0.071)  (0.135-0.397)  (5233-5513)
ApLotg7g 1016 1814£327 00570003  0162+0074 5685295
11) (1363-2060)  (0.054-0.061)  (0.087-0.303)  (5233-6029)
vocoletads  7+1(6.g) 1568336 0070£0006 01970080 5517251
t (1246-2106)  (0.062-0.079)  (0.099-0.333)  (5060-5879)
vocoledo Ge1(s.e 11628298 0057£0008  0180£0053 5581107
t (854-1634)  (0.048-0.069)  (0.107-0262)  (5125-5857)
MNRJ 90220 8 1766 0.058 0.189 4875
ndo coletado * 7+ 2 (5-9) 1667 0.055 0.199 5250

ol 8+2(5-  1847+683  0059+0009  0.204+0077 5602+ 269
13) (854-3702)  (0.042-0.079)  (0.087-0.414)  (4875-6288)

58



————

Frequéncia (kH )
o
on (2]
T
—_—
—_——
—~—

o

45 - Sr

4 !
| | | ‘ | | | L |
00 02 04 06 08 10 12

0.00 0.05 010 015 0.20 0.25 0.30 035
Tempo (s) Tempo (s)

EN

Amplitude

Figura 17. Canto de Allobates sp. nov. gravado na localidade-tipo, modulo de amostragem M1 da BR-
319, municipio de Careiro Castanho, Amazonas. (A) Espectrograma e oscilograma do canto de
anlncio composto por cinco notas: APL 22175, SVL = 15.2 mm, 24,8 °C. (B) Espectrograma e
oscilograma do canto composto por duas notas, emitido fora do horério de atividade acustica: APL
22172, SVL = 16.4 mm, 24.8 °C.

4.18 Comparacdo do canto de anincio com outras espécies

O arranjo temporal das notas no canto de anuncio de Allobates sp. nov. é do tipo
emitido em grupos de notas (“trills ou bouts”), esse tipo de arranjo separa Allobates sp. nov. de
espécie de Allobates nidicola (Caldwell & Lima 2003) Allobates masniger (Kaefer et al.
2012) Allobates caeruleodactylus (Lima & Caldwell 2001), Allobates subfolionidificans
(Lima et al. 2007), Allobates algorei (Barrio-Amorés & Santos 2009) e A. ofersioides (Forti
et al. 2017) que emitem canto de anuncio formado por uma Unica nota emitida de forma
continua. E de Allobates magnussoni, A. flaviventris e A. tapajés (Melo-Sampaio et al. 2013;
Lima et al. 2014, 2015) por emitem mais frequentemente pares de notas.

Diferem de Allobates paleovarzensis, A. crombiei, A. bacurau e A. juami por esses
emitirem cantos de andncio do tipo multinotas, os quais sdo formados por mais de 11 notas
simples emitidas em espaco de tempo menores que 0,11s (Lima et al. 2010, 2012; Simdes
2016; Simdes et al. 2018).
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Diferem de Allobates granti,e A. grillisimilis por esses emitirem duas ou multinotas
notas pulsadas (Kok, et al. 2006; Simdes et al. 2013).

Allobates marchesianus, A. brunneus, A. sumtuosus e A. amissibilis emitem arranjos
de notas em grupo semelhante a Allobates sp. nov. (Caldwell et al. 2002; Lima et al. 2009;
Simdes et al. 2013b; Grant et al. 2017), porém possuem o intervalo silencioso entre as notas
maiores que 0.023s e entre cantos maiores que 1.70s, enquanto Allobates sp. nov. possui
intervalo silencioso entre notas com duracdo maxima de 0.023 s e entre cantos o tempo
maximo é de 1.25s.

Allobates tinae é espécie irma de Allobates sp. nov. e possuem comprimento rostro-
cloacal semelhante por essa razdo ha alta sobreposicdo em média nos parametros espectrais do
canto (Fig. 18).
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Figura 18. Canto de anuncio de Allobates sp. nov. (A, B, E) e A. tinae (C, D, F) do interflivio Purus-
Madeira. (A) Canto de aniincio composto por cinco notas: APL 22175, SVL = 15.2 mm, temperatura =
24.8 °C, localidade = M1 (Careiro da Varzea, Amazonas). (B) Canto composto pelo nimero méximo
de notas (7) registrado para a Allobates sp. nov.: APL 22177, SVL = 16.2 mm, temperatura = 24.7 °C,
localidade = M1 (Careiro da Varzea, Amazonas). (C) Canto de antncio composto por cinco notas: nao
coletado, temperatura = 25.5 °C, localidade = Jirau Esquerdo (Porto Velho, Ronddnia). (D) Canto
composto pelo nimero maximo de notas (13) registrado para a A. tinae: APL 21678, SVL = 15.4,
temperatura = 25.9 °C, localidade = Boca do Acre (margem direita do rio Purus, Acre). Zoom das duas
primeiras notas que compde o canto de anuncio do espécime APL 22177 (E) e do espécime APL
21678 (F).
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Porém os cantos podem ser diferenciados em seus aspectos temporais. O canto de
Allobates sp. nov. € em média mais curto 771 + 296 ms (A. tinae 1847 + 683), com menos
notas 5 £ 1 (A. tinae 8 = 2), menor intervalo entre notas 0.154 + 0.031 (A. tinae 0.204 *
0.077). As diferencas nos aspectos temporais do canto das duas espécies foram
estatisticamente significantes, Allobates sp. nov. teve canto mais curto (t = -5.14, df = 13.53, p
= 0.0001; Fig. 19: A), composto por menor nimero de notas (t = -4.33, df = 16.63, p =
0.0004; Fig. 19: B), notas mais curtas (t = -8.77, df = 11.28, p < 0.0001; Fig. 19: C;) e por
apresentar intervalo silencioso entre notas menor (t = -5.81, df = 16.53, p < 0.0001; Fig. 19:
D).
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Figura 19. Diferenca entre caracteristicas temporais entre os clados. (A) Duracdo do canto, (B)
nimero de notas, (C) duracdo das notas e (D) intervalo silencioso entre notas. Em azul clado Norte
(Allobates sp. nov.), em vermelho clado Sul (Allobates tinae). Note que em todos os pardmetros o
clado norte apresenta valores menores.

4.19 Historia natural
Allobates sp. nov. esta distribuida ao longo do Interflavio Purus-Madeira no Estado do
Amazonas, habitando floresta de terra firme com fitofisionomia de floresta ombréfila densa

na regido ao norte do interflivio Purus-Madeira (Fig. 1).

61



Assim como outras trés espécies de Allobates da regido, a temporada reprodutiva
comega no inicio do periodo chuvoso em dezembro (sujeita a variagdo devido a sazonalidade
climatica) a maio. Os machos vocalizam frequentemente no comec¢o da manha entre 5: 30 h e
9:30 h, retornando novamente entre 16:00 h e 18:30 h. Podem vocalizar o dia inteiro nos dias
com chuva leve. Machos foram encontrados vocalizando em folhas sobre a serapilheira, em
pequenos galhos ou sobre a vegetacdo a altura de até 40 cm do chdo. Machos atraem as
fémeas para os ninhos onde ocorre o amplexo cefalico (Fig. 20: A); ap6s um tempo de
aproximadamente 5 min. o macho deixa o ninho (Fig. 20: B) e a fémea permanece até a
ovoposicdo (Fig .20: C). Os ovos sdo depositados em uma gelatina transparente, em folhas
enroladas, dobradas ou sobrepostas uma sobre a outra no chdo da floresta, os ovos sdo
pigmentados na porcao superior e brancos na regido inferior (Fig. 20: D). Os machos cuidam
das desovas e transportam os girinos para a agua (Fig. 20: E). Machos respondem a estimulos

de Play Back, por essa razéo, acredita-se que sdo territorialistas.

Figura 20. Comportamento reprodutivo da Allobates sp. nov. (A) Casal em amplexo (note que o
amplexo é ceféalico), (B) macho deixando o ninho ap6s o amplexo, (C) fémea logo apds ter deixado 0s
ovos, (D) caracteristica dos ovos e gelatina da desova recém-posta, (E) macho transportando os
girinos. Fotos: A. P. Lima.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho trouxe a tona questdes recorrentes na taxonomia de anuros que
contém clados de espécies cripticas com morfologia conservadora, comum no género
Allobates, que torna sua taxonomia desafiadora (Lima et al. 2010) e complexa.

Os complexos cripticos de espécies de Allobates sdo subestimados nas terras baixas da
Amazonia (Peloso 2010; Lima et al. 2014, 2015; Grant et al. 2017; Melo-Sampaio et al.
2018). Porém, o uso de acustica, morfologia comparada, genética e comportamento
reprodutivo na diagnose de linhagens proximas é essencial para descrever novas espécies.

No estudo que culminou na descri¢do da espécie A. tinae (Melo-Sampaio et al. 2018),
0s autores sugeriram que esta espécie era amplamente distribuida na Amazénia ocidental
brasileira, porém foram cautelosos ao usarem para a serie-tipo somente individuos coletados
em locais proximos da localidade-tipo, 0 municipio de Boca do Acre no Estado do Amazonas.
Possivelmente, porque ja tinham dividas que se tratava de uma Unica espécie, uma vez que a
arvore filogenética sugeria possibilidades de pelo menos duas espécies.

Nossas analises filogenéticas, acusticas e morfoldgicas evidenciaram que Allobates
tinae € um complexo criptico de espécies com possiveis quatro linhagens (clado Guajara-
Mirim, clado A. tinae IPM Sul, clado de Tefé, clado IPM Norte, com bom suporte genético,
distancias genéticas de 4.1% entre o clado IPM Sul e Tefé, distancia de 3.7% entre o clado
IPM Sul e IPM Norte e a distancia mais alta para o clado Guajara-Mirim de 4.7%, contudo,
mais estudos sdo necessarios para a confirmacdo de se tratar de espécies novas.

No presente estudo demostramos através da morfologia, bioacustica e genética que 0s
clados do IPM Norte e Sul, sdo espécies distintas. Allobates sp. nov. ocorre em floresta
ombrofila fechada, ao norte do interflivio Purus-Madeira, enquanto A. tinae habita floresta
ombrofila aberta, ao sul do Interflivio, sugerindo uma forte pressdo ambiental na
diferenciacdo das duas espécies, uma vez que ndo existem barreiras geograficas visiveis na
regido do Interflavio.

Na regido norte do IPM a espécie nova tem sobreposicdo geografica com A.
caeruleodactylus, A. nidicola e A. paleovarzensis (Lima & Caldwell 2001; Caldwell & Lima
2003; Lima et al. 2010) que possuem localidade-tipo no municipio do Castanho, no km 12 da
estrada de Autazes no Estado do Amazonas. Nas localidades simpatricas, as espécies sdo
facilmente diferenciadas por caracteres morfoldgicos, coloracdo em vida e vocalizacdo: A.

caeruleodactylus é a Unica espécie de Allobates conhecida por possui os dedos azuis celeste;
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A. nidicola e A. paleovarzensis possuem tamanho maior (SVL > 18 cm) e saco vocal escuro.
Os cantos de Allobates caeruleodactylus e A. nidicola s&o emissdes continua de notas simples
e A. paleovarzensis emite um canto de multinotas o que as difere de Allobates sp. nov. com
canto em série de 3 a 7 notas.

A espécie nova descrita no presente estudo é a 20? espécie do género descrita para a
Amazonia brasileira, e com base na arvore filogenética de Allobates tinae e Allobates sp. nov.
existem potencialmente mais trés espécies candidatas esperando estudos mais aprofundados

para diferencia-las dentro do complexo de Allobates tinae.
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6 CONCLUSAO

Nesse estudo noés demostramos que utilizando diversos caracteres integrados é
possivel distinguir espécies fortemente similares. Que para separar especies cripticas é
necessario 0 emprego de bioacustica, genéetica e morfologia. Nosso estudo demostrou que
dados genéticos fornecem forte indicios de espécies candidatas e com emprego de
multicaracteres é possivel distinguir as espécies cripticas dentro de um complexo de espécies,
como no caso de Allobates tinae. No presente estudo descrevemos uma dessas especies, que
ocorre em area de floresta Ombrdfila densa na porcdo norte do IPM e sugerimos que ha mais
duas ou trés espécies candidatas. Contudo, mais estudos sd0 necessarios para a comprovacao
dessa hipétese, pois nossos esfor¢os se concentraram na descricdo da espécie candidata que
possuiamos todos os dados necessarios para diferenciacdo das espécies. Sugerimos que para
esse complexo de espécies seja incluso nas descri¢cbes dados comportamentais de reproducao

e dos girinos.
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7 MATERIAL SUPLEMENTAR

Apéndice

Taxons, vouchers e nimero de acesso GenBank das sequéncias utilizadas

Species 1D Locality Reference

Allobates algorei TNHCFS5551 Tachira, Venezuela Santos & Cannatella 2011
Allobates amissibilis MTDA47884 Iwokrama, Guyana Fouquet et al. 2013
Allobates bacurau INPAH35406 Manicoré, Amazonas, Brazil Simdes 2016

Allobates caeruleodactylus ~ MPEG13809 Castanho, Amazonas, Brazil Grant et al. 2006
Allobates chalcopis Alca2 Montagne Pelee, Martinique Fouquet et al. 2013
Allobates crombiei APL13458 Altamira, Pard, Brazil Simdes et al. 2013
Allobates femoralis LSUMZ17552 PE Guajara-Mirim, Rond6nia, Brazil Frost et al. 2006
Allobates femoralis OMNH36070 Porto Walter, Acre, Brazil Grant et al. 2006
Allobates femoralis QCAZ16484 Yasuni, Ecuador Santos et al. 2003
Allobates flaviventris ZFMK66794 Cobija, Bolivia Vences et al. 2000
Allobates flaviventris OMNH36958 PE Guajara-Mirim, Rond6nia, Brazil Grant et al. 2006
Allobates flaviventris APL14523 Jirau, Porto Velho, Rondbnia, Brazil Lima et al. 2014
Allobates flaviventris APL15137 Jaci-Parand, Porto Velho, Rondonia, Brazil Lima et al. 2014
Allobates flaviventris MTR25512 PN Serra dos Pacads Novos, Ronddnia, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates flaviventris MTR25600 PN Serra dos Pacads Novos, Ronddnia, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates flaviventris MTR25726 PN Serra dos Pacads Novos, Rond6nia, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates fratisenescus QCAZ54377 Morona Santiago, Ecuador Grant et al. 2017
Allobates gasconi APL14410 Eirunepé, Amazonas, Brazil Lima et al. 2014
Allobates gasconi APL14411 Eirunepé, Amazonas, Brazil Lima et al. 2015
Allobates gasconi APL14416 Eirunepé, Amazonas, Brazil Lima et al. 2016
Allobates gasconi MPEG13003 Rio Ituxi, Amazonas, Brazil Grant et al. 2006
Allobates gasconi OMNH36636 Rio ltuxi, Amazonas, Brazil Grant et al. 2006
Allobates gasconi MCP13630 Feijo, Acre, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ90229 Boca do Acre, Amazonas, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ90230 Boca do Acre, Amazonas, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ 91665 Feijo, Acre, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ91679 Rio Branco, Acre, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ91681 Boca do Acre, Amazonas, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ91682 Boca do Acre, Amazonas, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ91683 Boca do Acre, Amazonas, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates gasconi MNRJ91684 Boca do Acre, Amazonas, Brazil Melo-Sampaio et al. 2018
Allobates granti MC206 Saul, French Guyana Fouquet et al. 2012
Allobates grillisimilis APL12747 Borba, Amazonas, Brazil Simdes et al. 2013
Allobates hodli ABUE2189 Abund, Porto Velho, Rondénia, Brazil Simdes et al. 2010
Allobates humilis CVULA5690 Barinas, Venezuela Santos et al. 2014
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Allobates insperatus
Allobates juanii

Allobates juanii

Allobates kingsburyi
Allobates magnussoni
Allobates masniger
Allobates nidicola
Allobates niputidea
Allobates olfersioides
Allobates olfersioides
Allobates ornatos
Allobates paleovarzensis
Allobates pittieri

Allobates subfolionidificans
Allobates subfolionidificans
Allobates subfolionidificans
Allobates subfolionidificans
Allobates sumtuosus
Allobates talamancae
Allobates talamancae
Allobates tapajos

Allobates sp. nov.
Allobates sp. nov.
Allobates sp. nov.
Allobates sp. nov.
Allobates sp. nov.
Allobates sp. nov.

Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates tinae
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus

Allobates trilineatus

Allobates trilineatus

QCAZ16533
ARA2394
TNHCFS4978
QCAZ16523
MPEG11923
APL12958
MPEG13821
MUJ3520
MRT6031
MNRJ79897
MHNSM22863
INPAH29176
EBRG3420
APL1691
APL1692
MPEG12321
OMNH35997
MTD477
SIUCT667
QCAZ16549
LSUMZ15176
MPEG13826

MPEG13827
APL 14066
APL 14067
APL 18655
APL 18656

MPEG13397
MPEG12978
MNRJ0214
MNRJ90215
APL17078
APL17081
APL17082
APL 14605
APL14601
APL16507
KU215172
MJH7477
MPEG12356

MCP13618
MCP13628

Yasuni, Ecuador
Villavicencio, Meta, Ecuador

Villavicencio, Meta, Ecuador

Rio Chicana, Zamora Chinchipe, Ecuador

Curua-Uma, Pard, Brazil

PN Amazbnia, Para, Brazil
Castanho, Amazonas, Brazil
Magdalena, Caldas, Colombia
Sao José da Vitdria

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil
Tarapoto, San Martin, Peru

Lago Janauac4, Amazonas, Brazil
PN Pittier, Venezuela

Rio Branco, Acre, Brazil

Rio Branco, Acre, Brazil

Porto Walter, Acre, Brazil

Porto Walter, Acre, Brazil
Mabura Hill, Guyana

El Cope, Panama

Carchi, Ecuador

Curua-Uma, Par4, Brazil

km 12 da AM-254, Careiro da
Amazonas, Brazil
km 12 da AM-254, Careiro da
Amazonas, Brazil
km 12 da AM-254, Careiro da
Amazonas, Brazil
km 12 da AM-254, Careiro da

Amazonas, Brazil

Varzea,
Varzea,
Varzea,

Varzea,

modulo M1, Careiro da Varzea, Amazonas,

Brasil

médulo M1, Careiro da Varzea, Amazonas,

Brasil
PE Guajara-Mirim, Rond6nia, Brazil

Rio ltuxi, Amazonas, Brazil
Boca do Acre, Amazonas, Brazil
Boca do Acre, Amazonas, Brazil
Tefé, Amazonas, Brazil

Tefé, Amazonas, Brazil

Tefé, Amazonas, Brazil

Moédulo Jirau Esquerdo, Porto Velho,
Rondonia, Brasil
Mdédulo Jirau Esquerdo, Porto Velho,

Rondo6nia, Brasil

Moddulo Teotbnio, Porto Velho, Rondonia,

Brasil

Cusco Amazonico, Madre de Dios, Peru

Panguana, Peru
Porto Walter, Acre, Brazil
Mancio Lima, Acre, Brazil

Envira, Amazonas, Brazil

Santos et al. 2003

Grant et al. 2006

Santos & Cannatella 2011
Santos & Cannatella 2011
Grant et al. 2006

Kaefer et al. 2013

Grant et al. 2006

Grant et al. 2006

Grant et al. 2006

Grant et al. 2017

Santos et al. 2009

Kaefer et al. 2013
Manzanilla et al. 2009
Simdes et al. 2013
Simdes et al. 2013

Grant et al. 2006

Grant et al. 2006

Fouquet et al. 2013

Grant et al. 2006

Santos & Cannatella 2011
Grant et al. 2006

Grant et al. 2006

Grant et al. 2006
Presente estudo
Presente estudo
Presente estudo
Presente estudo

Grant et al. 2006

Grant et al. 2006
Melo-Sampaio et al. 2018
Melo-Sampaio et al. 2018
Melo-Sampaio et al. 2018
Melo-Sampaio et al. 2018
Melo-Sampaio et al. 2019
Presente estudo
Presente estudo
Presente estudo

Grant et al. 2006

Grant et al. 2006

Grant et al. 2006
Melo-Sampaio et al. 2018
Melo-Sampaio et al. 2018
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Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates trilineatus
Allobates undulatus
Allobates zaparo

Allobates zaparo

Anomaloglossus stepheni

Aromobates nocturnus

Mannophryne collaris

Rheobates palmatus

MCP13639
MNRJ91663
MNRJ91664
MNRJ91666
MNRJ91668
MNRJ91676
MTR28420
MTR28494
AMNHA159139
QCAZ16603
USNM546405
MJH3928
AMNHA130041
TNHCFS5507
MUJ5003

Mancio Lima, Acre, Brazil

Envira, Amazonas, Brazil

Envira, Amazonas, Brazil

Feijo, Acre, Brazil

Tarauaca, Acre, Brazil

Rio Branco, Acre, Brazil

PN Serra do Divisor, Acre, Brazil
PN Serra do Divisor, Acre, Brazil
Cerro Yutaje, Amazonas, Venezuela
Jatun Sacha, Napo, Ecuador

Coca, Ecuador

Reserva Ducke, Manaus, Amazonas, Brazil
Agua de Obispos

El Estanquillo, Merida, Venezuela
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