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RESUMO

Trachycephalus atlas e Trachycephalus nigromaculatus séo espécies da familia Hylidae,
Ordem Anura, que sdo morfologicamente semelhantes entre si. Apesar de T. atlas ser
relatada em sua maioria em ambientes do Bioma Caatinga e T. nigromaculatus ocorrer em
regides costeiras da Mata Atlantica e interioranas em matas de galeria do Cerrado, ambas
foram registradas em ambientes com fitofisionomia vegetal de transicdo de Mata Atlantica
e Caatinga, especialmente no estado da Bahia. Devido a sua semelhanca morfologica, ndo
existe uma caracteristica conspicua que ajude na diagnose destas espécies. Suas diferencas
aparecem no canto e no girino. Neste estudo examinamos essas duas espécies utilizando a
morfometria geométrica para analisar as variacdes da forma do cranio e determinar se
essas variagOes sdo diagndsticas, encontrando amparo em dados estatisticos robustos. A
morfometria geometrica (MG) tem sido empregada para resolver uma variedade de
questdes do mais amplo contexto de ecologia e evolugdo. Foram examinados 160
exemplares de colecdes representativas das espécies, perfazendo o maior niumero possivel
de localidades registradas. Os cranios dos individuos foram fotografados em vista dorsal e
lateral e 17 marcos anatémicos (landmarks) foram selecionados e digitalizados de acordo
com a representatividade em estruturas homoélogas da area craniana de todos o0s
exemplares. Para as analises de morfometria geométrica foi utilizado o método de
sobreposicdo de Procrustes com as coordenadas dos marcos para as duas vistas e
posteriormente Analise de Componentes Principais (PCA), Anélise de Variaveis Canonicas
(CVA) e Funcédo Discriminante. Os resultados revelaram uma tendéncia de separagdo das
espécies em ambas vistas, com significancia estatistica, corroborando os dados da
literatura. Quanto ao dimorfismo sexual, somente T. nigromaculatus apontou diferenca
entre 0s sexos, na vista lateral, sendo que os machos tendem a apresentar alongamento na
regido posterior do cranio. Os dados comparativos de localidade dos exemplares de
Trachycephalus atlas mostraram diferencas significativas entre o grupo da série-tipo e
demais grupos da espécie, nas duas vistas. Os grupos de Trachycephalus nigromaculatus
apresentaram diferencas, exceto Rio de Janeiro, que foi semelhante a todos na vista dorsal
e com Espirito Santo na vista lateral. A técnica da MG foi efetiva para pontuar o quanto e

onde as alterag6es na forma do crénio diferem entre as espécies desse estudo.

Palavras-chave: analise interespecifica, dimorfismo sexual, Hylinae, Lophiohylini,

morfologia.
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ABSTRACT

Trachycephalus atlas and Trachycephalus nigromaculatus are species of the family
Hylidae, Order Anura, which are morphologically similar to each other. Although T. atlas
Is mostly reported in environments of the Caatinga Biome and T. nigromaculatus occurs in
coastal regions of the Atlantic Forest and inlands of Cerrado, both were recorded in
environments with transition vegetation phytophysiognomy of the Atlantic Forest and
Caatinga, especially in the state of Bahia. Due to its morphological similarity, there is no
conspicuous characteristic that helps in the diagnosis of these species. Their differences
appear in the call and the tadpole. In this study we examine these two species using
geometric morphometry to analyze variations in the shape of the skull and determine
whether these variations are diagnostic, finding support in more robust statistical data.
Geometric morphometry (GM) has been used to solve a variety of issues in the broadest
context of ecology and evolution. The sample consisted of 160 specimens of representative
collections of the species, sampling the largest possible number of registered locations. The
skulls of the individuals were photographed in dorsal and lateral views and 17 anatomical
landmarks were selected and digitized according to the representativeness in homologous
structures of the cranial area of all the specimens. For the analysis of geometric
morphometry, the Procrustes superimposition method with the coordinates of the
milestones for the two views was used, and later Principal Component Analysis (PCA),
Canonical Variables Analysis (CVA) and Discriminant Function. The results revealed a
tendency of species separation in both views, with statistical significance, corroborating
the literature data. As for sexual dimorphism, only T. nigromaculatus showed a difference
between the sexes, in the lateral view, with males tending to be elongated in the posterior
region of the skull. The comparative data of locality of the specimens of Trachycephalus
atlas showed significant differences between the group of the type series and other groups
of the species, in the two views. The groups of Trachycephalus nigromaculatus showed
differences, except Rio de Janeiro, which was similar to all in the dorsal view and with
Espirito Santo in the lateral view. The MG technique was effective in scoring how much
and where changes in the shape of the skull differ between the species in this study.

Palavras-chave: interspecific analysis, sexual dimorphism, Hylinae, Lophiohylini,

morphology.
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1. INTRODUCAO

1.1. Morfologia: uma breve descrigéo

As caracteristicas morfologicas sempre estiveram no centro das atencdes da
pesquisa biologica, compreendendo pecas importantes para ampla variedade de campos de
investigagdo. A morfologia dos organismos varia em niveis estruturais muito distintos:
durante a ontogenia, entre adultos, sexos, populagBes, entre outros. Vérias areas do
conhecimento biologico se baseiam e incluem como questdes relevantes as variacdes das
caracteristicas morfoldgicas, sendo observado mais significantemente na taxonomia,
sistematica, fisiologia, ecologia, biogeografia e biologia evolutiva. (Kaliontzopoulou,
2011).

A classificacdo taxonOmica dos organismos e a compreensdo da diversidade
bioldgica foram historicamente baseadas em descri¢cdes de formas morfoldgicas (Adams et
al., 2004). Aristoteles (384-322 a.C.) foi provavelmente o primeiro anatomista, tendo
dissecado varios organismos, enfatizando o design anatdmico. Segundo ele examinando-se
a forma, identificavam-se as funcgdes a que ela responde e, que por fim, determinam o seu
carater. Mas a expressdo morfologia foi cunhada muito tempo depois, mais precisamente
em 1790, pelo naturalista aleméo Johan Wolfgang von Goethe, sendo que o termo significa

0 estudo das formas organicas (Fornel & Cordeiro-Estrela, 2012).

Grandes naturalistas como Georges Cuvier, Charles Darwin e Alfred Wallace
buscaram compreender a diversidade fenotipica utilizando evidéncias morfoldgicas para
propor suas ideias e teorias, relacionando as formas dos organismos a organizacao e
agrupamento dos seres vivos extintos e viventes, relacdo e adaptacdo destes com as
condi¢cdes ambientais e capacidade de transmissdo de caracteristicas para os descendentes
(Stefoff, 2007; Faria, 2010).

Segundo Wake (2012), o campo das pesquisas morfoldgicas ainda é consistente e
promissor, impulsionado por nova compreensdo do valor da mesma e sua inclusdo em

outras areas, atraves de técnicas mais integrativas e interdisciplinares.
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1.2. Variacdo morfologica e morfometria
Morfometria é o estudo quantitativo da forma biologica e, tal quantificacdo,
introduz rigor necessario na descricdo e comparacdo entre morfologias e a aplicagdo de
técnicas morfometricas beneficia, portanto, qualquer campo de pesquisa que dependa da
morfologia comparativa (Webster & Sheets, 2010). O campo da morfometria é focado em
métodos para a descri¢do e anélise estatistica da variacdo da forma dentro e entre amostras
de organismos (Rohlf & Marcus, 1993).

A morfometria teve seu inicio em trabalhos realizados no século XIX, que através
da correlacdo entre medidas de distancias em estruturas bioldgicas, estudavam a variacéo
na forma dos organismos (Fornel & Cordeiro-Estrela, 2012). Pode entdo ser definida como
0 estudo da forma e do tamanho, e de como estas duas varidveis se relacionam entre si.
Assim, constitui uma ferramenta para entender a relagdo destas com diversas outras
variaveis, como idade, sexo ou relac@es historicas entre os organismos estudados (Moraes,
2003).

Analises de variacdo morfologica tipicamente focam em regides restritas da
anatomia com o objetivo de quantificar a variacdo entre um grupo de espécimes ou
espécies, ligando esta variagdo com diferencas comportamentais ou funcionais. Essa
abordagem é fundamental para entender a gama de variacdo morfoldgica e ajuda no
desenvolvimento de novas hipoOteses que podem ser testadas experimentalmente (Terhune
et al., 2015). Métodos para avaliar correlacdes entre fendtipo e ambiente e medir a
diferenciacéo entre as populagdes, utilizando frequéncias alélicas fenotipicas e marcadores
moleculares, estéo se expandindo e sendo combinadas com morfometria para estudar estes
fendmenos em estruturas morfologicas complicadas, tais como dentes, mandibulas e

cranios (Lawing & Polly, 2010).

Grande parte das analises morfométricas do século XX foram realizadas pela
aplicacdo de métodos estatisticos a conjuntos de caracteristicas medidas, que incluiam
distancias lineares e proporcdes. Denominada morfometria tradicional, esta envolve
resumir a morfologia em termos de medidas de comprimento, propor¢des ou angulos, que
podem ser investigados individualmente, mas que exibem deficiéncias e limitagdes nas
interpretagdes biologicas (Webster & Sheets, 2010; Adams et al., 2013). A aquisic¢do de
dados sempre foi parte importante da biologia e muito esforco foi gasto para coletar dados
sobre os quais basear inferéncias sistematicas (Rohlf & Bookstein, 1990).
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O desenvolvimento de novas técnicas de processamento digital de imagens
permitiu aprofundar estudos morfoldgicos para casos em que as técnicas usuais ndo podem
ser aplicadas por varias razdes (Quinzio et al., 2015). A morfometria geométrica tem sido
empregada para resolver uma variedade de questdes do mais amplo contexto de ecologia e
evolucdo, pois permite detectar variagdes sutis, como a assimetria da morfologia de
estruturas (Klingenberg et al., 2002; Collyer & Adams, 2013). Esse método tem como
objetivo descrever e representar a geometria das formas estudadas, localizando claramente
as regides onde ocorrem as mudancas, sendo mais eficaz na captura de informagdes sobre a
forma dos organismos e resulta em procedimentos estatisticos poderosos para testar as
diferencas (Rohlf & Marcus, 1993). A abordagem mais difundida é representar cada
espécime pelas posices relativas dos marcos anatdbmicos (pontos correspondentes
biologicamente e que podem ser localizados com precisdo) e assim estabelecer
correspondéncia entre todos os espécimes incluidos na andlise. A forma é entdo definida
como toda a informacdo geométrica sobre configuracdo de pontos de referéncia
(Bookstein, 1986; Klingenberg, 2011).

A consequéncia mais pratica da revolugdo geométrica decorre do
desenvolvimento tecnolégico que ocorreu nas Ultimas décadas: dados digitais,
especialmente fotografias de animais no campo ou de espécimes de museu, sdo faceis de
coletar rapidamente em grandes quantidades (Lawing & Polly, 2010). A anélise
multivariada sofisticada da morfometria geométrica de tais dados, desenha diagramas
evocativos de transformac@es ou diferencas morfolégicas, oferecendo visualizacdo precisa
da forma (Webster & Sheets, 2010). Segundo Klingenberg (2013), a combinagdo de
geometria com estatistica multivariada, que esta no centro da morfometria geométrica,
garante que a forma de uma estrutura seja caracterizada completamente e sem redundancia.
Estas analises levam automaticamente em conta todas as relacdes espaciais entre 0s marcos

morfolégicos ou outras caracteristicas geométricas incluidas na analise.

1.3 Morfometria geométrica e aplicagdo no estudo de anuros
Os anuros séo encontrados em praticamente todos 0s ecossistemas terrestres e sao
os anfibios mais diversificados (Haddad et al., 2013). Atualmente sdo conhecidas cerca de
8.083 especies de anfibios, sendo a Ordem Anura a mais representativa com 7.128 espécies
(Frost, 2019). O Brasil vem mantendo a primeira posi¢do de maior riqueza de anuros, com

mais de ~1137 espécies registradas até 0 momento (Segalla et al., 2019).
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O sistema especifico de reconhecimento de parceiros em anuros (specific mate
recognition system - SMRS), que atua fortemente como isolamento reprodutivo, baseia-se
principalmente nas caracteristicas morfologicas e de vocalizacdo. E por isso que tais
critérios sdo usados por pesquisadores para identificacdo taxonémica. Os dados
morfolégicos podem ser usados de forma complementar aqueles da biologia reprodutiva,
ecologia e genética, num esforco conjunto para definir as unidades que serdo o alvo de

acoes, sejam eles de estudos especificos ou conservacdo (Lodé & Pagano, 2000).

A utilizacdo da morfometria geométrica nesta Ultima década como ferramenta de
pesquisa em anuros esta voltada para a resolucdo de problemas taxondmicos (Baldo et al.,
2014; Escoriba & Hassine, 2014; Ben et al., 2014; Acevedo et al., 2016; Yildirim, 2018);
padrdes de distribuicdo (Haad et al., 2011; Borzée et al., 2013; Vega-Trejo et al., 2014;
Marques & Nomura, 2015; Pezzuti et al., 2016; Tokita et al., 2018); desenvolvimento
ontogenético (Garrida & Llorente, 2011; Ponssa & Candioti, 2012; Yildirim & Kaya,
2017); sistemética (Clemente-Carvalho et al., 2011); dimorfismo sexual (Vukov et al.,
2018) e assimetrias no crescimento devido a poluentes ambientais (Stepanyan et al., 2011).
Além dos resultados dessas pesquisas, esses trabalhos também oferecem informacdes para
aprimorar e caracterizar a implantacdo da técnica para o grupo, assim como melhorar a

obtencédo dos dados e padronizar marcos e analises a serem utilizados.

1.4. As espécies selecionadas — Trachycephalus atlas e T. nigromaculatus

A Ordem Anura é o grupo mais diversificado e abundante de anfibios vivos, sendo
cosmopolita em distribuicdo e ocorrendo essencialmente em todas as areas terrestres. Sua
diversidade de espécies € maior em florestas tropicais Umidas (McDiarmid, 1994). Dentre
as familias de Anura, Hylidae é a mais representativa e amplamente difundida, composta
por sete subfamilias, com 721 espécies, variando de pequeno a grande porte. Habitam uma
diversidade de habitat, desde florestas tropicais e temperadas a desertos e ecossistemas
montanhosos (Frost, 2019). A maioria é arbdrea e apresenta uma diversidade de modos
reprodutivos: girinos aquaticos de ovos postos em lagoas, em folhas ou em bromélias,

zonas Umidas e buracos em arvores (Haddad et al., 2013).

O género Trachycephalus Tschudi, 1838 é representado atualmente por 17
espécies (Frost, 2019): T. atlas Bokermann, 1966; T. coriaceus (Peters, 1867); T. cunauaru
Gordo et al., 2013; T. dibernardoi Kwet & Solé, 2008; T. hadroceps (Duellman &
Hoogmoed, 1992); T. helioi Nunes et al., 2013; T. imitatrix (Miranda-Ribeiro, 1926); T.
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jordani (Stejneger & Test, 1891); T. lepidus (Pombal et al., 2003); T. macrotis (Andersson,
1945); T. mambaiensis Cintra et al., 2009; T. mesophaeus (Hensel, 1867); T.
nigromaculatus Tschudi, 1838; T. quadrangulum (Boulenger, 1882); T. resinifictrix
(Goeldi, 1907) e T. typhonius (Linnaeus, 1758).

Segundo revisdo apresenta por Faivovich et al. (2005) este género é diagnosticado
por 37 transformagdes em proteinas nucleares e mitocondriais e genes ribossdomicos. A
putativa sinapomorfia refere-se a presenca de sacos vocais protuberantes, emparelhados
posterior aos angulos das mandibulas quando infladas. Espécies de Trachycephalus estdo
distribuidas nas Américas do Norte e Sul e sdo encontradas em &reas Umidas do México,
Norte da Argentina e em todas as regides do Brasil (Roberto et al., 2011).

Trachycephalus atlas foi descrita por Bokermann, 1966, sendo sua localidade tipo
a Fazenda Santo Onofre, no municipio de Maracas, Bahia. A espécie é caracterizada por
co-ossificacdo craniana, tamanho grande (comprimento rostro-cloacal — CRC macho 98
mm; fémea 107 mm), dorso marrom palido com grande mancha escura como Y invertido
no regido central, antebraco e braco com corte transversal escuro, pernas com trés faixas
transversais escuras, lateralmente anéis pretos com creme amarelo na regido central, ventre
creme branco, com bolsas vocais pretas (Bokermann, 1966). E uma espécie de vegetacdo
de transicdo “Agreste” entre a Mata Atlantica Umida e a savana caatinga seca. E
frequentemente encontrada em bromélias e reproduz-se em lagoas temporarias em areas
abertas (Caramaschi & Silvano, 2004).

Desde entdo, alguns registros foram feitos para a espécie, todos situados na regiao
nordeste do Brasil. Borges-Nojosa & Santos (2005) documentaram a espécie para 0
municipio de Betania, Pernambuco, em habitat de floresta da Caatinga, com fitofisionomia
de estrato arboreo denso e aberto com muitos arbustos. Roberto et al. (2011) coletaram 2
individuos adultos no municipio de Jati, Ceard, sendo a primeira ocorréncia da espécie no
estado. A &rea esté localizada dentro da Caatinga, caracterizado pela vegetacdo arbustiva
espinhosa e floresta seca arbdrea com presenca de um lago permanente e varias lagoas
temporéarias. Magalhdes et al. (2011) registraram a espécie durante o0s inventarios
faunisticos realizados na Hidrelétrica de Xingd, que abrange Sergipe e Alagoas e Reserva
Florestal de Sdo Jodo da Mata, na Paraiba, sendo os primeiros registros para esses estados,
ampliando em 150 km a distribuicdo geogréfica conhecida. Godim-Silva et al. (2016)

observou a presenca de adulto em bromélia da zona de vegetacdo arbustiva no ecossistema
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de Restinga, no municipio de Conde, Bahia. Neta et al. (2018) relatou a espécie novamente
na area de caatinga do Ceard, em um levantamento da herpetofauna da Bacia do Rio

Salgado.

Trachycephalus nigromaculatus foi descrita por Tschudi, 1838, mas sua
localidade-tipo permanece indeterminada. Espécie de porte grande (macho CRC 80 mm;
fémea 92 mm), que ocorre em floresta primaria e secundaria de planicie e matagal de
Restinga da regido sudeste do Brasil, ocupando a area central de bromélias e buracos em
tronco de arvores (Dias et al., 2010). Sua distribuicdo abrange as regides costeiras dos
estados do Sudeste (Espirito Santo, Rio de Janeiro e S&o Paulo) e interior de Minas Gerais,
ao norte de Sdo Domingos, na parte sul de Goiads (Rocha et al., 2010). Foi relatada por
Bertha Lutz (1954) para a lista de anuros do Distrito Federal. Em um extenso levantamento
realizado no Espirito Santo, foi encontrada em 09 cidades capixabas (Almeida et al., 2011).
Foi registrada para o municipio de Potiguara, Bahia, por Freitas & Lima (2009) e
posteriormente para 0s municipios de Camacan e Boa Nova, em zona de transicdo entre 0s
biomas de Mata Atlantica e Caatinga (Dias et al, 2010). Recentemente Martins & Assalim
(2019) resgataram 02 individuos no municipio de Riacho Frio, regido sul do Piaui, em um

fragmento florestal de Cerrado.

Trachycephalus atlas e T. nigromaculatus sdo espécies morfologicamente
semelhantes entre si, inclusive segundo Bokermann (1966). De acordo com a descrigdo
original T. atlas ndo tem manchas vermelhas durante a vida adulta e apresenta placa
cefélica posterior mais pronunciada, maior distancia inter-orbital e cabeca mais larga e

alongada (Figura 1).

Ambas possuem cabeca plana, muito aspera, apresentando co-ossificacdo craniana
com a pele, sendo conhecidas como ras arboricolas cabeca de casco (casque-headed tree
frog). Essas caracteristicas estdo geralmente associadas a minimizar a perda de agua e

protecdo contra predadores (Jared et al., 1999).
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Figura 1. Espécies estudadas: A -Trachycephalus atlas (foto: F.A. Juncd), Municipio de Jeremoabo, BA, Brasil
e B - T. nigromaculatus (foto: I. Nunes), Municipio de Caetité, BA, Brasil.

Magalhdes et al. (2011) atribuiu a ocorréncia de somente a espécie T. atlas em
regides semiaridas, em areas entre a Floresta Atlantica e Caatinga, mas Dias et al. (2010) ja
relatava a ocorréncia de T. nigromaculatus na mesma fitofisionomia vegetal de transicéo.
A identificacdo precisa das espécies é crucial para avaliar as distribuicdes e a dindmica

populacional, sendo desafiador para espécies com morfologia similar (Borzée et al., 2013).

Anteriormente, as espécies Trachycephalus atlas e Trachycephalus
nigromaculatus apresentavam ocorréncia e distribuicdo alopatrica, mas novos registros,
aléem de ampliar o conhecimento da distribuicdo de T. nigromaculatus, revelaram a
presenca desta espécie em ambiente completamente novo: areas de transicdo entre a
Caatinga e a Mata Atlantica (Dias et al., 2010). Ainda segundo estes autores, como T.
nigromaculatus é um reprodutor explosivo que vive grande parte de sua vida nas copas das
arvores, sendo dificilmente encontrado em levantamentos rapidos ou trabalhos em campo
de curta duragdo, presume-se que a especie € mais amplamente distribuida no Estado da
Bahia do que se pensava anteriormente. Assim sendo, a dificuldade na diagnose destas
duas espécies, devido a sua similaridade morfolégica, representa impedimento para o

avanco de estudos taxonémicos e evolutivos.

Segundo Rossa-Feres et al. (2011), a auséncia de conhecimento dos processos
envolvidos na origem e manutencdo da biodiversidade de anfibios no Brasil é uma lacuna
importante a ser preenchida, pois grande parte dos estudos em ecologia de anuros sdo de
cunho descritivo, o que é natural dada a grande diversidade de espécies e 0
desconhecimento de aspectos béasicos de histéria natural. Além disso, evidenciam a

caréncia no conhecimento de processos que regulam populages e comunidades. A
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descoberta de novas espécies € um passo fundamental na tarefa de descrever a
biodiversidade, enquanto o passo subsequente igualmente importante é a definicdo das

faixas geograficas desses individuos (Clemente-Carvalho et al., 2008).
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6. CONCLUSOES

- Recursos presentes na morfometria geométrica foram capazes de discriminar e apontar de
maneira fundamentada, as diferencas na forma do crénio das espécies do género

Trachycephalus — T. atlas e T. nigromaculatus.

- As diferencgas encontradas nas analises corroboram os relatos da literatura que descrevem
a placa cefalica posterior mais pronunciada e cabeca mais alongada para T. atlas em

comparagdo com T. nigromaculatus.

- As analises de Trachycephalus atlas ndo revelaram diferenca significativa entre machos e

fémeas, em nenhuma das vistas examinadas.

- As andlises de Trachycephalus nigromaculatus indicaram diferenca entre 0s sexos
somente para vista lateral, sendo que os machos tendem a apresentar alongamento na

regido posterior do cranio.

- Os dados comparativos de localidade dos exemplares de Trachycephalus atlas do grupo
da série-tipo mostraram diferencas estatisticamente significativas no cranio dos demais
grupos da espécie nas duas vistas, exceto do exemplar de Sergipe e dos dois individuos de

procedéncia néo relatada.

- Os dados comparativos de localidade dos exemplares de Trachycephalus nigromaculatus
indicaram o grupo do Rio de Janeiro semelhante a todos os grupos da espécie na vista
dorsal. Ja& para a vista lateral somente com o grupo do Espirito Santo. Todos os demais

grupos apresentaram diferencas significativas.

- O grupo de T. atlas da Bahia, destacado da localidade-tipo, ndo apresentou diferenca do

grupo de T. nigromaculatus do mesmo estado.

- As diferencas encontradas para as localidades de ambas espécies devem ser investigadas
com outras bases de dados, em um trabalho integrativo, para definir a distribuicdo e

posicdo nomenclatural de ambas espécies.
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