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RESUMO

Scinax perereca foi descrita originalmente no municipio de Ribeirdo Branco, localizado
na regido sudoeste do Estado de Sdo Paulo. Suas popula¢fes ocupam uma extensa
distribuicdo geografica, desde o sul do Estado de S&o Paulo ao norte do Rio Grande do
Sul, no Brasil, em regides florestadas de Mata Atlantica. Esta espécie é
morfologicamente semelhante as espécies S. hayii e S. dolloi, dentre as quais exibem
grandes conflitos taxonémicos. Informacgdes de diversas naturezas, como morfologia,
morfometria, bioacustica do canto de andncio e sequencias moleculares, foram
utilizadas para investigar a identidade taxonémica das populacGes de S. perereca. As
analises de similaridades das sequencias moleculares do gene COIl mostrou um clado
monofilético bem suportado entre as trés espécies. O clado S. perereca esta fortemente
estruturado por dois subclados principais: clado perereca A e clado perereca B. O clado
perereca A agrupa as populagdes da localidade-tipo, Ribeirdo Branco, SP, e as
populacdes da regido leste do Estado do Parand. O clado perereca B inclui as
populacdes de todo Estado de Santa Catarina e do norte do Rio Grande do Sul. As
populagdes do Alto do Paranapanema, do Vale do Ribeira e do litoral norte do Estado
de Séo Paulo mostram claramente estar mais proximas de S. hayii. S. perereca pode ser
distinguida claramente de S. dolloi por meio das sequencias moleculares do COIl e das
informacdes bioacusticas do canto de anuncio. Talvez as populac@es identificadas como
S. aff. perereca do Estado de Minas Gerais podem na verdade representar a extensdo
geogréfica de populacBes de S. dolloi. As andlises morfolégicas, morfométricas e
bioacusticas de S. perereca corroboram com os resultados das analises moleculares. As
variacdes morfologicas, morfométricas, bioacusticas e moleculares indicam que esta
espécie tem uma estrutura populacional bem definida ao longo de sua distribui¢do. No
Estado de Sao Paulo, sua distribuicdo geografica esta restrita a localidade-tipo, Ribeirdo

Branco, SP.

Palavras-chave: Anfibios. Taxonomia. Morfologia. Morfometria. Bioacustica. COI.
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ABSTRACT

Scinax_perereca was originally described in Ribeirdo Branco city, located in the
southwest region of Sdo Paulo State in Brazil. Their populations occupy an extensive
geographic distribution, from the South of S&o Paulo State to the North of Rio Grande
do Sul, in Brazil, in forested regions of Atlantic Forest. This species is morphologically

similar to S. hayii and S. dolloi species, among them there are great taxonomic

conflicts. Information of various natures, such as morphology, morphometry,
advertisement call, and molecular sequences, were used to assess the taxonomy of S.
perereca population. The analysis of similarities of the molecular sequences of the gene
COI showed a monophyletic clade well supported among the three species. The clade S.
perereca is strongly structured by two major subclades: clade perereca A and clade
perereca B. Clade perereca A puts the following population in a group locality-type:
Ribeirdo Branco, SP, and the populations of the Eastern region of Parané State. Clade
perereca B includes the populations of all Santa Catarina State and the North of Rio
Grande do Sul. The populations of Alto do Paranapanema, Vale do Ribeira and the

Northern coast of S&o Paulo clearly show to be closer to S. hayii. Scinax perereca can

be clearly distinguished from S. dolloi through the molecular sequences of the COI and

also by advertisement call. Maybe the populations identified as S. aff. perereca in the
State of Minas Gerais may actually represent the geographic extension of S. dolloi
populations. Morphological, morphometric and bioacoustics analyses of S. perereca
corroborate the results of molecular analyses. The morphological, morphometric,
advertisement call and molecular variations indicate that this species has a well-defined
population structure throughout their distribution. In State of S&o Paulo, its

geographical distribution is restricted to locatity-type, Ribeirdo Branco, SP.

Key words: Amphibians. Taxonomy. Morfology. Morfometric. Bioacustics. COl.
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1. INTRODUCAO

O naturalista alemdo Johann Georg Wagler, tinha um especial interesse por
estudos relacionados a ornitologia e herpetologia, e em 1830, publicou uma extensa
classificacdo de vertebrados, na qual listou e forneceu a diagnose de diversos taxons,
inclusive de anfibios (VANZOLINI, 1977). Nesta obra, Wagler propds o género Scinax
para realocar trés espécies de hilideos (Hyla). Ele sugeriu esse nome (gr. skinakos, agil
ou rapido) para o género por refletir a habilidade de salto bem desenvolvida nos
individuos deste grupo (KOHLER & BOHME, 1996; CARAMASCHI, 2004). Décadas
depois, Glnther (1858) sinonimizou muitas espécies de hilideos, inclusive o género
Scinax, em Hyla Laurenti, 1758, o qual foi formalizado posteriormente como grupo de
espécies Hyla rubra (DUNN, 1933; LEON, 1969; COCHRAN & GOIN, 1970;
DUELLMAN, 1970). Desde entdo, Scinax permaneceu sem uso por mais de 100 anos,
sendo revalidado apenas no final do século XX por Duellman & Wiens (1992). Ainda
na metade deste século, muitos pesquisadores (LUTZ, 1951, 1973; COCHRAN, 1952,
1955; BOKERMANN, 1964, 1967; LEON, 1969; COCHRAN & GOIN, 1970;
DUELLMAN, 1970a, 1972; CARDOSO & SAZIMA, 1980; CARDOSO & HADDAD,
1982; PEIXOTO, 1986; ANDRADE & CARDOSO, 1987; HADDAD & POMBAL Jr.,
1987; PEIXOTO, 1987; POMBAL Jr. & GORDO, 1991; POMBAL Jr. et al., 1995a;
POMBAL Jr. & BASTOS, 1996) descreveram novas espécies para o grupo Hyla rubra
(sensu Léon, 1969), propuseram, definiram e reconheceram diversos novos grupos
fenéticos para organiza-las. No entanto, Almeida & Cardoso (1985), Pombal Jr. et al.
(1995b) e Faivovich (2002) sugeriram que esses grupos fenéticos poderiam representar
no minimo dois géneros taxonémicos.

Os resultados da andlise filogenética proposta por Faivovich (2002)
demonstraram que as espécies do género Scinax estdo organizadas em dois grandes
clados, nomeados clado Scinax catharinae, endémico da Mata Atlantica e clado Scinax
ruber, amplamente distribuido na regido neotropical. Poucos anos mais tarde, um
progresso consideravel na revisdo taxondmica e filogenética da familia Hylidae,
realizada por Faivovich et al. (2005), confirmaram esse mesmo padrdo filogenético para
as espécies de Scinax e reconheceram alguns grupos de espécies dentro de cada clado,
modelo o qual tem sido amplamente adotado por muitos outros pesquisadores (FROST
et al. 2006; WIENS et al. 2010). A historia taxondmica do género Scinax apresenta uma

trajetdria bastante complexa em virtude do grande numero de espécies incluidas, da
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semelhanca morfoldgica compartilhada entre varias formas do grupo e pela caréncia de
informagdes bioacusticas de muitas espécies (POMBAL Jr. et al., 2005b).

Recentemente, a nova revisdo taxonémica e filogenética da familia Hylidae
apresentada por Duellman et al. (2016) parece estar mais proximo do consenso sobre a
posicao filogenética e a composicdo taxondémica do género Scinax, a qual propde sua
divisdo em mais dois outros géneros e a validagdo de sua propria subfamilia Scinaxinae.
Ololygon Fitzinger, 1843 é um género revalidado e eleito para realocar as espécies do
clado Scinax catharinae (sensu Faivovich, 2002); Julianus Duellman, Marion &
Hedges, 2016 é um novo género proposto para realocar as espécies do clado Scinax
ruber que estavam incluidas no grupo Scinax uruguayus (sensu Faivovich et al. 2005);
Scinax Wagler, 1830 é mantido para acomodar todas as outras espécies do clado Scinax
ruber (sensu Faivovich et al. 2005). Scinax é o tdxon mais especioso desta nova
subfamilia, com 69 espécies incluidas, com uma extensa distribuicdo geografica ao
longo do continente americano, desde o México a Argentina e o Uruguai, incluindo as
Ilhas do Caribe, Trinidad, Tobago e Santa Lucia (NUNES et al., 2012; DUELLMAN et
al., 2016; FROST, 2017).

A espécie Scinax hayii foi descrita no municipio de Petrépolis, RJ, por Barbour
em 1909, e considerado inicialmente, como membro do grupo Hyla rubra (LEON,
1969; DUELLMAN, 1970; LUTZ, 1973; DUELLMAN & WIENS, 1992), e em
seguida, associado ao clado Scinax ruber, como indicado pelas analises cladisticas de
Faivovich (2002) e Faivovich et al. 2005. Sua distribuicdo geografica se estende ao
longo da Serra do Mar, desde o Estado do Espirito Santo até o Estado de Santa Catarina
(FROST, 2017). A espécie Scinax dolloi foi descrita, originalmente, por Werner em
1903, o qual ndo esclareceu a localidade de origem dos espécimes coletados, e
permaneceu desconhecida até recentemente. Caramaschi (2013) revalidou sua
localidade-tipo, como Vila de Maringa, na Serra da Mantiqueira, municipio de Itatiaia,
RJ, divisa com o Estado de Minas Gerais. Nao hé registros de qualquer outra populacao
conhecida de Scinax dolloi. Somente na década anterior, que Faivovich et al. 2005
validaram este tdxon como membro do género Scinax.

Os pesquisadores Pombal Jr., Haddad & Kasahara (1995) descreveram a espécie
Scinax perereca no Sul do Estado de S&o Paulo, e o indicaram como membro do grupo
Scinax ruber, que por conseguinte, incluido no clado Scinax ruber (sensu Faivovich,
2002). A partir dai, diversos pesquisadores (GARCIA & VINCIPROVA, 1998;
BERNARDE & ANJOS, 1999; KWET & DI-BERNARDO, 1999; CONTE &
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MACHADO, 2005; KWET et al. 2010; HADDAD et al. 2013; FROST, 2017) passaram
a considerar as populagdes de Scinax hayii, distribuidas do Sul do Estado de S&o Paulo
ao Norte do Estado do Rio Grande do Sul, como Scinax perereca, devido ao padrdo de
manchas e semelhancas morfologicas compartilhadas entre as espécies. No inicio da
década seguinte, Pombal Jr. & Gordo (2004) registraram a ocorréncia desta espécie no
municipio de Eldorado, SP, localizado no Vale do Ribeira, e também na Estacéo
Ecoldgica Juréia-Itatins, municipio de Iguape, SP. Frost (2017) cita que Scinax perereca
é conhecida em poucas localidades dos Estados de S&o Paulo e do Rio Grande do Sul,
no Nordeste de Missiones na Provincia da Argentina, e indica provavel ocorréncia no
Sudeste do Paraguai. No entanto, essa convencdo adotada para a distribuicdo atual de
Scinax perereca ndo teve suporte de um estudo taxondmico comparativo entre as
populacdes conhecidas. Com isso, o conhecimento sobre a identidade taxondmica das
populacdes de Scinax perereca e suas manchas de distribuicdo geografica ainda séo
muito deficientes.

Haddad & Sazima (1992) e Ribeiro et al. (2005) comentaram que o padréo de
coloracdo das populacdes de Scinax hayii, distribuidas pelo Sudeste e Sul do Brasil, do
Espirito Santo a Santa Catarina, na Serra do Mar e da Mantiqueira, é bastante
polimérfico, e declararam que pode haver mais de uma espécie sendo denominada pelo
mesmo nome. E ainda, Faivovich et al. 2005 apontaram que Scinax dolloi €
morfologicamente mais proximo de Scinax hayii e Scinax perereca, e acrescentam que
seus status taxondmicos precisam ser investigados. Na validacdo da localidade-tipo de
Scinax dolloi, Caramaschi (2013) também mencionou que Scinax dolloi, Scinax hayii e
Scinax perereca apresentam morfologias bastante semelhantes.

Dessa forma, acreditamos que entre as populacdes de Scinax perereca possam
existir mais espécies ainda ndo descritas. Sua biologia e vocalizacdo (canto de andncio)
estdo descritos apenas na publicacdo original. Dessa maneira, € imprescindivel ampliar
nosso conhecimento sobre sua distribuicdo geogréafica para conhecermos o limite de sua
variacdo populacional e definir seu devido status taxonémico. Portanto, fica evidente a
importancia da natureza desse estudo, o qual visa melhorar nossa compreensdo sobre a

diversidade de espécies cripticas da Mata Atlantica.

1.1 Morfologia: o limite da diversidade criptica
Os estudos taxondmicos e filogenéticos com anfibios anuros tradicionalmente

consistiam apenas na observagdo e descricdo morfoldgica de estruturas em 0rgdos ou
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em sistemas de orgaos de individuos adultos e/ou larvas, por meio de formas, tamanhos,
localizagéo e coloragdo (DUELLMAN & TRUEB, 1994). Cope (1865) e Noble (1922)
usaram diversos caracteres vertebrais para definir suas maiores classificacbes de
anfibios anuros. Atualmente, a morfologia ainda é o principal método utilizado para
descrever e caracterizar novas espécies de anuros (DUELLMAN, 2001; PUGLIESE et
al. 2009; POMBAL Jr. et al. 2011; NUNES et al. 2012). Duellman & Trueb (1994)
indicam que a morfologia das populacGes de uma espécie representa suas observaveis
adaptacdes ao ambiente local. Com isso, as informacGes morfoldgicas fornecem
premissas importantes sobre quais interpretacbes sdo adequadas quanto a historia
evolutiva da forma, seu significado funcional, desenvolvimento ontogenético,
comportamento ou apenas variacao.

A atividade para descrever novas espécies exige uma fundamentacdo tedrica
sobre o conceito de espécie. Na definicdo de De Queiroz (2007), espécie é uma unidade
evolutiva separada de outras linhagens, feneticamente distinta, monofilética, isolada
reprodutivamente e ecologicamente divergente. Do ponto de vista operacional, existem
diversos métodos para delimitar espécies (e.g. AVISE & BALL, 1990; AVISE, 2000;
SITES & MARSHALL, 2003; DE QUEIROZ, 2007; POMBAL Jr. et al. 2011; NUNES
et al. 2012). Davis & Nixon (1992) propuseram um método bastante vidvel e
teoricamente bem suportado. Esses pesquisadores argumentam que € necessario
identificar uma combinacdo exclusiva de caracteres (apomorfias) para reconhecer uma
linhagem evolutivamente isolada (sem fluxo génico) das demais.

Diversos estudos (Angulo & Reichle, 2008; Angulo et al. 2003; Ron et al. 2006)
apontam que trabalhos concentrados somente em morfologia contribuem para a
formacédo de grupos ou complexos de espécies, uma vez que ndo fornecem informacdes
suficientes para encontrar diferencas significantes em grupos de espécies cripticas. Duas
ou mais espécies tratadas como apenas uma, devido a similaridade morfolégica, sdo
definidas como espécies cripticas (PFENNINGER & SCHWENK, 2007), resultantes de
um processo de especiacdo tdo recente que os caracteres morfoldgicos, que seriam
usados para diagnostico, ainda ndo divergiram o suficiente (BICKFORD et al. 2007).

Heyer & Reid (2003) apontam que a formagdo de complexos de espécies & um
problema comum a espécies com ampla distribuicdo geogréafica, como foi e ainda é o
caso de muitas espécies do género Scinax (COCHRAN, 1955; LEON, 1969;
DUELLMAN, 1970, 1972; LUTZ, 1973; ANDRADE & CARDOSO, 1987; PEIXOTO,
1987; POMBAL Jr. & GORDO, 1991; DUELLMAN & WIENS, 1992; POMBAL Jr. et
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al., 1995a; POMBAL Jr. & BASTOS, 1996; DUELLMAN, 2001; FAIVOVICH, 2002;
FAIVOVICH et al. 2005; DUELLMAN et al. 2016). Anélises filogenéticas baseadas
somente em caracteristicas morfoldgicas podem resultar em arvores com baixa
resolucdo, reforcando a ideia de que a evolugdo morfologica nos anfibios anuros é
frequentemente criptica e bastante conservada (CHEK et al. 2001; AUSTIN et al. 2002;
STUART et al. 2006).

Sob a perspectiva da emergente taxonomia integrativa, muitos pesquisadores
(DAYRAT, 2005; FAIVOVICH et al. 2005; GRANT et al., 2006; PADIAL et al.,
2009) ressaltam a importancia do uso combinado de evidéncias bioldgicas, como
morfologia, bioacUstica, moleculares, que podem facilitar o reconhecimento de
complexos de espécies composto por espécies cripticas (PADIAL & DE LA RIVA,
2009; PADIAL et al. 2010; FUNK et al. 2011).

1.2 Bioacustica: ferramenta para conhecer a diversidade da anurofauna

As vocalizagdes dos anfibios anuros, também conhecidas como cantos, sdo
caracteristicas bem evidentes do seu comportamento reprodutivo, emitidas quase
exclusivamente por machos, que provavelmente tiveram origem no inicio da histéria
evolutiva do grupo (WELLS, 2007). Essas razdes chamaram a atencdo de muitos
pesquisadores interessados no estudo sobre a bioacUstica das vocaliza¢es dos anfibios
anuros (TOLEDO et al. 2014). Bogert (1960) foi o primeiro pesquisador a propor um
sistema de classificacdo para os cantos dos anfibios anuros. Ele reconheceu funcgdes
bioldgicas e ecoldgicas dos cantos e os classificou em seis categorias, as quais foram
modificadas, posteriormente, por Littlejohn (1977) e Wells (1977), e seguida por muitos
pesquisadores (DUELLMAN & TRUEB, 1994; GERHARDT, 1994; RYAN, 2001;
GERHARDT & HUBER, 2002; NARINS et al. 2007; WELLS, 2007).

O canto de anuncio dos anfibios anuros (“advertisement call” “sensu” WELLS,
1977), definido como “canto funcional” (VIELLIARD, 1987), é importante para o
reconhecimento intraespecifico na atracdo de fémeas e também para promover
espacamento entre machos, sendo um mecanismo de isolamento reprodutivo pre-
zigotico relevante entre as espécies (DUELLMAN & TRUEB, 1994; GERHARDT,
1994; WELLS, 2007; TOLEDO et al. 2014). A estrutura acustica deste canto € a mais
estudada entre as vocalizagdes dos anfibios anuros (DUELLMAN & TRUEB, 1994,
RYAN, 2001; NARINS et al. 2007; WELLS, 2007), cujas informacdes espectrais
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(frequéncias) e temporais (periodicas) sdo pertinentes para o reconhecimento especifico
(COCROFT & RYAN, 1995; RYAN, 2001; WELLS, 2007).

Diante disso, as informacg6es acusticas do canto de anuncio podem ser utilizadas
como caracteres em estudos taxondémicos (BOGERT, 1960; BOKERMANN 1962,
1966, 1967; HEYER, 1990; POMBAL Jr. et al., 1995a,b; DE LA RIVA et al. 1995,
1996a,b; POMBAL Jr. & BASTOS, 2003; WEBER et al. 2005; NUNES et al. 2012).
Muitos estudos sugerem que os caracteres deste de canto contribuem muito para
delimitar espécies morfologicamente cripticas (HEYER et al. 1996; HADDAD &
POMBAL, 1998; KWET & ANGULO, 2002; ANGULO & ICOCHEA, 2003;
ANGULO et al. 2003; ALMEIDA & ANGULO, 2006; KWET, 2007; ANGULO &
REICHLE, 2008; PADIAL et al. 2009).

Os estudos de bioacustica foram importantes para elucidar a composicao
taxonémica e relacdes filogenéticas das espécies do género Scinax (sensu Faivovich et
al. 2005). Duellman & Wiens, (1992), quando revalidaram este género, reconheceram
sete grupos fenéticos de espécies: S. catharinae, S. perpusillus, S. rizibilis, S. rostrata,
S. ruber, S. staufferi e S. x-signatus. Posteriormente, 0s grupos rizibilis e x-signatus
foram sinonimizados por Pombal Jr. et al. 1995a, b, respectivamente, nos grupos S.
cathariane e S. ruber, em funcdo de similaridades morfoldgicas e bioacusticas. Pombal
Jr.et al. 1995b ainda apontam grande similaridade na estrutura acustica do canto de
anuncio os grupos S. staufferi e S. ruber. Pombal Jr. et al. (1995b) também
apresentaram o canto de andncio de varias espécies de Scinax e chamam atencdo para
dois padrbes basicos na estrutura acustica dos cantos, aliados ao tipo de ecologia
reprodutiva, e o proprio agrupamento morfoldgico, e sugerem que dois ou mais géneros
podem estar incluidos em Scinax. As recentes revisdes taxondmicas baseados em
filogenia molecular para as espécies de Scinax (FAIVOVICH, 2002; FAIVOVICH et al.
2005; DUELLMAN et al. 2016) observaram as mesmas afinidades filogenéticas entre
0s grupos de espécies e confirmaram a existéncia de mais dois outros géneros e as
dividiram em: Ololygon, Julianus e Scinax.

Nos ultimos anos tem aumentado bastante a descrigdo dos cantos de anuncio das
espécies do género Scinax (BOKERMANN, 1967; ALMEIDA & CARDOSO, 1985;
HADDAD & POMBAL Jr., 1987; HEYER, 1990; POMBAL Jr. et al. 1995a,b;
POMBAL Jr. & BASTOS, 1996; KWET, 2001; POMBAL Jr. & BASTOS, 2003;
CARNEIRO et al. 2004; LIMA et al. 2004; PUGLIESE et al. 2004; NUNES et al.
2007; PUGLIESE et al. 2009; NUNES & POMBAL Jr. 2010, 2011; NUNES et al.
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2010, 2012; POMBAL Jr. et al. 2010, 2011; JUNCA et al. 2015) Isso tem demonstrado
a importéncia da bioacustica como ferramenta complementar para descrever e
caracterizar as espécies, a qual contribui muito com os estudos de taxonomia e

sistematica filogenética de anfibios anuros.

1.3 Marcador Molecular: o DNA Mitocondrial e a diversidade criptica

Pesquisadores em biodiversidade tem reconhecido que o uso de informac6es
morfologicas e comportamentais para descrever a diversidade da vida tém demonstrado
limites para realizacdo de tal tarefa, principalmente na resolucdo de espécies cripticas
(STOECKLE & HEBERT, 2008). O desenvolvimento dos métodos da biologia
molecular vem aprimorando os sistemas de identificagdo taxondmica (AVISE, 2004).

Diversos marcadores moleculares tém sido considerados como recursos bastante
efetivos para a diagnose de populacdes intra e interespecifcas de diversos grupos de
organismos, tais como caridtipos (HEYER, 1974; BALDISSERA et al. 1993;
FRANCISCO et al. 2007), genes codificantes de DNA nuclear e mitocondrial (AVISE,
2004; HEBERT et al., 2003a, 2003b, 2004; MARKMANN & TAUTZ, 2005;
MONAGHAN et al., 2005; ROE & SPELING, 2007; SMITH et al., 2008a,b), e os
fingerprints de DNA (TAYLOR et al. 1994; WEBER et al. 2008). Dentre esses
marcadores, um dos mais explorados séo genes codificantes do DNA mitocondrial
(DNAmiIt). A vantagem do uso desses genes é apresentar taxas evolutivas 10.000 vezes
maior que genes nucleares, e geralmente ndo ha recombinacdo, sendo altamente
conservado. O tamanho pequeno e a existéncia natural de muitas copias por células sdo
outras vantagens de utilizar marcadores moleculares do genoma mitocondrial
(RUBINOFF, 2006).

Diversos genes dos genomas mitocondrial e nuclear ja foram indicados como
potenciais marcadores para diagnosticar diversos grupos de animais e plantas
(HEBERT, et al., 2003a; MONAGHAN et al., 2005; ROE & SPELING, 2007; RACH
et al., 2008; PYRON & WIENS, 2011). Entretanto, o advento de iniciativas para obter
um gene padrdo para reconhecer espécies, nos ultimos anos, permitiu concretizar uma
ferramenta eficiente para delimitar uma parcela considerdvel da biodiversidade
conhecida de eucariotos (HEBERT et al., 2003a; BLAXTER, 2004). Esta abordagem
genética explora e compara a diversidade entre as sequencias de DNAmMit para

identificar os organismos. Essas sequéncias podem ser consideradas como um
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verdadeiro “codigo de barras” ou um DNA barcode, encontrado no interior de todas as
células eucaridticas (STOECKLE & HEBERT, 2008).

O DNA barcode é definido como um pequeno segmento padronizado de
DNAmit (HEBERT et al., 2003a; BLAXTER, 2004). Para os animais, foi estabelecido
como DNA barcode, uma pequena regido padronizada, com aproximadamente 650 pares
de bases (pb), proximo ao terminal 5° do gene que codifica a subunidade | do complexo
proteico da cadeia respiratoria Citocromo ¢ Oxidase (COI). Essa regido é altamente
polimorfica entre as espécies e apresenta grande potencial para identificacdo de diversas
espécies de grupos de animais, como artropodes, peixes, anfibios, répteis e aves
(HEBERT et al., 2003a, 2004; VENCES et al., 2005a,b, 2012; WARD et al., 2005;
KERR et al., 2007; SMITH et al., 2008a; XIA et al., 2012; JEONG et al., 2013), e
também para resolucdo de complexos de espécies cripticas (HEBERT et al., 2003a,
2004; HAJIBABAEI et al., 2005; SMITH et al., 2006; CRAWFORD et al., 2012).

Brusquetti et al. 2014 revelaram a diversidade criptica existente entre as
populagdes de Scinax fuscomarginatus combinando informagdes de morfologia,
bioacustica e de sequencias dos genes mitocondriais COl e 16S. Este estudo forneceu
evidéncias para descrever uma nova espécie, revalidar uma outra, questionar a validade
taxondmica de outras quatro consideradas mais proximas de S. fuscomartinatus, e
propdem todas como sindnimos desta espécie. As sequencias do COIl sempre mostraram
maiores taxas de divergéncia genética em comparacdo as sequencias do 16S.

Outros genes mitocondriais também tem contribuido para identificacdo de novas
espécies de Scinax e distinguir linhagens cripticas (FOUQUET et al. 2006;
NOGUEIRA et al. 2016). O resultado da filogenia molecular proposta por Fouquet et
al. 2006 mostrou que a espécie Scinax ruber, distribuida na regido da Guiana Francesa,
representa seis linhagens divergentes. Enquanto, a filogenia molecular resultante do
estudo de Nogueira et al. 2016 confirmou que os exemplares de Scinax, coletados no
Parque Nacional da Chapada dos Guimaraes, Brasil, e morfologicamente similares as
espécies do grupo S. catharinae (sensu Faivovich et al. 2005), representavam uma nova
espécie. Estes autores ainda sugerem que € importante ser realizado um estudo
comparativo entre essas mesmas espécies, com informacGes morfologicas e
bioacusticas. Por essas razOes, muitos pesquisadores defendem a importancia de
abordagens multiplas (e.g. molecular, morfoldgica, bioacustica, ecolologica) e integrada
nos estudos de taxonomia para facilitar a identificacdo de espécies (DAYRAT, 2005;
PADIAL et al. 2010; FUNK et al. 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Acreditamos que as populacdes de Scinax perereca representam mesmo um
complexo de espécies (H1). Caso contrério, a variagdo encontrada entre as populagdes
serdo somente varia¢fes populacionais (Ho). O uso combinado de uma série de
informacdes (morfoldgicas, bioacusticas e moleculares), que representam evidéncias de
linhagens independentes, sdo suficientes para entender a condi¢do taxondmica das
populagdes de Scinax perereca. Dessa forma, pretendemos aqui definir a identidade
taxondmica das populagbes de Scinax perereca e suas possiveis implicacGes

biogeogréaficas no bioma Mata Atlantica.

2.2 Objetivos Especificos

- Descrever a variacdo interpopulacional dos caracteres morfoldgicos das populagdes de
Scinax perereca.

- Descrever a variacdo interpopulacional dos caracteres bioacusticos da vocalizacdo de
anuncio da espécie.

- Analisar a variacdo interpopulacional da sequéncia nucleotidica da regido do terminal
5" do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade | (DNA barcode) de Scinax
perereca.

- Definir a distribuicdo geografica de Scinax perereca em fungdo das variacBes de
latitude e longitude nos dominios do Bioma Mata Atlantica.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Modelo Animal

A espécie Scinax perereca Pombal Jr., Haddad & Kasahara, 1995, descrita
originalmente no municipio de Ribeirdo Branco, localizado na regido Sudoeste do
Estado de S&o Paulo, com individuos de tamanho corpéreo médio (machos: 36-41
milimetros, fémeas 40-46 milimetros). A pele é levemente granulosa, com padrdo de
coloracéo dorsal amarelado, amarelo-esverdeado, castanho-escuro ou castanho-dourado.
O ventre é amarelado nos machos e brancos nas fémeas. Presenca de manchas
amareladas sobre uma area de coloracdo preta e reticulada na superficie posterior das
coxas, uma mancha distinta e escura na superficie interocular com formato triangular e
de faixas simétricas longitudinais largas, escuras e curvas na superficie dorsal do corpo
e transversais na superficie dorsal dos membros. H& faixas simétricas longitudinais
continuas nas superficies laterais da cabeca que se estendem das narinas até a regido
posterior da cintura escapular (Figura 1). Habitam regides florestadas no dominio da
Mata Atlantica do sul e sudeste brasileiro. Durante a estacdo reprodutiva (meses
chuvosos) os machos sdo observados em atividade de vocalizagdo a noite, em areas
abertas ou bordas de floresta, empoleirados sobre a vegetacdo préxima aos corpos
d’agua. A estrutura do canto de andncio é multipusionada (15-26 pulsos) com uma
duracdo média de 250 milissegundos. O caridtipo da espécie indica um conjunto
diploide de cromossomos mitéticos em células somaticas (2n = 24), cujos cromossomos
séo observados sob a forma de metacéntricos e submetacéntricos (POMBAL Jr. et al.
1995a; KWET et al. 2010).

Figura 1. Individuo macho adulto de Scinax perereca: (a) vista lateral; (b) vista dorsal.
(Ribeirdo Branco, SP, localidade-tipo; CCLZU 3228). Foto: Lucas B. S. Arruda
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3.2 Areas de amostragem das populacdes

A anélise molecular foi realizada com amostras de tecidos de 33 individuos
oriundos de 21 localidades geograficas (Figura 2, Tabela 1). Visando conhecer a espécie
descrita, foram analisadas amostras de Scinax perereca de diversas localidades,
inclusive de Ribeirdo Branco, Sdo Paulo, localidade-tipo. Amostras de Scinax dolloi
(Werner, 1903) (incluindo a localidade-tipo) e Scinax hayii (Barbour, 1909) (incluindo a
localidade-tipo) foram selecionadas como grupos externos, conforme as evidéncias
apresentadas nas filogenias de Faivovich (2002) e Faivovich et al. (2005). Esses autores
indicam que essas duas espécies mostram mais afinidades morfoldgicas com Scinax
perereca. Para enraizar a arvore foram selecionadas Scinax duartei (Lutz, 1951) e
Scinax granulatus (Peters, 1871). Algumas amostras identificadas como Scinax cf. hayii

com semelhancas morfologicas a S. perereca também foram incluidas.
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Figura 2. Localidades geograficas das amostras utilizadas para analise molecular do
gene COI. Informacbes mais detalhadas sobre as localidades estdo apresentadas na
Tabela 1. As cores dos simbolos corresponde aos clados resultantes da analise
mitocondrial das espécies de Scinax (ver Figura 5). Abreviacdo dos Estados brasileiros
(UF): ES, Espirito Santo; MG, Minas Gerais; PR, Parana; RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio
Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP, S&o Paulo.
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Tabele 1. Amostras de tecidos usados nas analises moleculares. As espécies estdo com
0s nomes identificado originalmente.

Voucher Espécie Pais  UF Municipio Mapa
CFBHT20291 Scinax dolloi* Brasii  RJ  Alto do Maringa Verde
CFBHT20292 Scinax dolloi* Brasii  RJ  Alto do Maringa Verde
CFBHTO00352 Scinax dolloi Brasil  RJ Itatiaia Verde
CFBHTO08132 Scinax duartei Brasii MG Airuoca Branco
CFBHTO05495 Scinax duartei Brasii MG Itamonte Branco
CFBHT20300 Scinax granulatus Brasil SC  Floriandpolis Preto
CFBHTO04363 Scinax hayii* Brasil  RJ  Petrdpolis Azul
CFBHTO04371 Scinax hayii* Brasil  RJ  Petropolis Azul
CFBHT17896 Scinax hayii* Brasil  RJ  Petropolis Azul
CFBHTO04473 Scinax hayii Brasil  RJ  Teresopolis Azul
CFBHT15956 Scinax cf. hayii Brasil SP  Apiai e Iporanga Vermelho
CFBHT20261 Scinax cf. hayii Brasil SP  Ilhabela Vermelho
CFBHT11677 Scinax cf. hayii Brasil SP  Ribeirdo Grande Vermelho
CFBHT05490 Scinax cf. hayii Brasil SP  Tapirai Vermelho
CFBHT11877 Scinax perereca Brasil PR  Jaguariaiva Amarelo
CFBHT20249 Scinax perereca Brasil PR  Morretes Amarelo
CFBHT20250 Scinax perereca Brasil PR  Morretes Amarelo
CFBHT11686 Scinax perereca Brasii SC  Campos Novos Amarelo
CFBHT11689 Scinax perereca Brasii SC Campos Novos Amarelo
CFBHT10754 Scinax perereca Brasil SC  Floriandpolis Amarelo
CFBHT?20276 Scinax perereca Brasil SC  Floriandpolis Amarelo
CFBHT?20277 Scinax perereca Brasil  SC  Floriandpolis Amarelo
CFBHT14953 Scinax perereca Brasil SC  Lauro Mueller Amarelo
CFBHT20270 Scinax perereca Brasil SC Praia Grande Amarelo
CFBHT20271 Scinax perereca Brasil SC Praia Grande Amarelo
CFBHT12606 Scinax perereca Brasil  SC  S&o Bento do Sul Amarelo
CFBHTO03111 Scinax perereca Brasil SC  Treviso Amarelo

CFBHTO00997 Scinax perereca* Brasil SP  Ribeirdo Branco Amarelo
CFBHTO01469 Scinax perereca* Brasil SP  Ribeirdo Branco Amarelo
CFBHTO01470 Scinax perereca* Brasil SP  Ribeirdo Branco Amarelo
CFBHT16055 Scinax perereca* Brasil SP  Ribeirdo Branco Amarelo
CFBHT20268 Scinax perereca* Brasil SP  Ribeirdo Branco Amarelo
CFBHT20254 Scinax perereca Brasil SP  Peruibe Amarelo

*Indica topdtipos; CFBH, Colecdo de Anfibios Célio F. B. Haddad, Departamento de
Zoologia, Instituto de Biociéncias, Rio Claro, SP, Brasil.

3.3 Marcador molecular: extracdo, amplificacdo e sequenciamento do COI

O DNA gendmico total foi extraido de pequenas amostras de tecido muscular
esquelético ou hepatico, conservadas em etanol absoluto, pelo método de Acetato de
Amonio. O protocolo para extracdo segue Maniatis et al. (1982), adaptado por Lyra (no
prelo): o alcool foi eliminado das amostras com papel absorvente e depois elas foram

mantidas em estuda por 10 min; o tecido foi colocado em 250 ul de solugdo de lise; foi
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adicionado 5 pl de Proteinase-K (20mg/ml); os tubos foram invertidos de 10 a 20 vezes
e incubados a 55°C overnight ou até que o tecido estivesse completamente diluido
(minimo 4 horas); as amostras fora resfriadas a temperatura ambiente e foi adicionado
250 pl de acetato de amonia (7,5 M); as amostras foram para o Vértex, e em seguida,
encubadas no gelo por 30 minutos; foram centrifugadas por 20 minutos (13.000 rpm,
centrifuga; refrigerada, 4°C); o sobrenadante resultante foram transferidos para tubos
novos; os tubos foram mantidos no gelo para evitar que o precipitado comece a diluir
novamente na solugdo; foram adicionados 500 pl de isopropanol absoluto e os tubos
foram invertidos gentilmente; para ocorrer a precipitacdo do DNA as amostras foram
mantidas a temperatura de -20 °C por 2 horas; foram centrifugadas por 20 minutos
(13.000 rpm) e o sobrenadante descartado; foi adicionado 500ul de etanol 70% gelado e
os tubos foram invertidos varias vezes para lavar o “pellet” de DNA; as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos (13.000 rpm); o etanol foi descartado cuidadosamente; 0s
tubos foram invertidos em papel absorvente e o pellet secado em bomba de vacuo por
15 minutos; para ressuspender o DNA foi utilizado 1xTE (50 a 200 ul), mantido a
temperatura ambiente por 1 hora e estocado em freezer -20 °C.

Os fragmentos do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase | (COI) foram
amplificados utilizando os primers, direto ANF1 (ACHAAYCAYAAAGAYATYGG) e
reverso ANR1 (CCGGTCTGAACTCAGATCACGT) (LYRA et al. no prelo). Os
fragmentos foram amplificados por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em
um termociclador Mastercycler — Eppendorf. Mantivemos as seguintes condigdes para
amplificagéo: desnaturacédo inicial do DNA a 95°C (5 min); 35 ciclos consistindo de
94°C (1 min) para a desnaturacao, 45°C (1 min) para o anelamento, 72°C (i min) para
inicial extensdo das cadeias, 72°C (5 min) para extensao final. O mix do volume final
(30 ul) do PCR consistiu em: Tag DNA Polymerase (0,03 U/uL), PCR buffer 1x
contendo MgCl> (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM cada), 1 ul de cada primer (direto e
reverso) e agua deionizada (25 ul).

A extracdo do DNA total e as reacBes de amplificacdo (PCR) dos fragmentos do
gene COI foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Estudos
de Insetos Sociais (CEIS), do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Rio Claro, SP. os produtos resultantes da PCR foram enviados a Macrogen
Company (Coréia do Sul) para purificacdo e sequenciamento em ambas dire¢oes (direto

e reverso) dos fragmentos do gene COI.
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Os cromatogramas das sequencias obtidas do COI foram observados com uso do
software Genious V6. Alinhamos e editamos as sequéncias de cada fragmento, no
software Mafft, para obter sequéncias consenso de cada amostra e para verificar se ha
ambiguidades e cddons de parada inesperados (stop codon) (THOMPSON, HIGGINS &
GIBOSN, 1994).

3.4 Morfologia

As analises morfologica e morfométrica foram realizadas com 253 individuos
machos de Scinax perereca, coletados em campo e obtidos por empréstimos de cole¢des
cientificas, oriundos de 49 localidades geograficas (Apéndice 1), incluindo a localidade-
tipo, Ribeirdo Branco, Sao Paulo.

Os estados morfoldgicos de estruturas bem conhecidas em estudos taxonémicos
foram descritos por meio da inferéncia qualitativa (Tabela 2): Textura da Pele dorsal
(TPD) e ventral (TPV); formatos de estruturas do créanio: Focinho, vista dorsal (FD) e
vista lateral (FL), o Canto Rostral (CR), a Regido Loreal (RL); formato de estruturas
nos membros (mdos e pés): Calo Nupcial (CN), Tubérculos Metacarpais, interno
(TMCI) e externo (TMCE), Metatarsais, interno (TMTI) e externo (TMTE), e
Subarticulares (TSM) da Méo e do Pé (TSP); padrdao de coloracdo dorsal (CDC) e
ventral (CVC) do corpo e dos membros, a presenca de manchas Cefalica (MCF),
Toracica (MTR), Lombar (MLB), Axilares (MAX), Inguinais (MIG), Femorais (MFM)
e Tibiais (MTB), e a presenca de faixas Rostrais (FRT), Radioulnares (FRU), Umerais
(FUM), Femorais (FFM), Tibiais (FTB), Palmares (FPM) e Plantares (FPT), em
diferentes regides do corpo e dos membros, segundo a nomenclatura e os modelos
propostos por Heyer et al. (1990), Napoli (2000) e Duellman (2001).

O sexo dos individuos foi determinado por meio da observacéao de caracteristicas
sexuais secundarias (saco vocal, fendas vocais e calo nupcial). Os individuos coletados
em campo ainda vivos, e também depois de fixados foram fotografados com uma

camera fotografica digital Nikon 5100.
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Tabela 2. Descricdo dos estados morfoldgicos dos caracteres taxondmicos quanto ao

formato de estruturas do cranio e dos membros

Carater Estados do Carater Descricdo dos Estados do Carater
Textura da Pele
: Superficie da pele com poucos granulos
1-Lisa
TPD ou ausentes
2 — Granulosa Superficie da pele com muitos granulos
. Superficie da pele com poucos granulos
1-Lisa
TPV ou ausentes
2 — Granulosa Superficie da pele com muitos granulos

Formato de estruturas no cranio

£L 1 — Proeminente

Os estados do carater seguem

2 — Redondo Duellman, 2001
D 1 — Arredondado Os estados do carater seguem Heyer et
2 — Subovoide al. 1990
1 — Reto Angulo da cabeca com o canto anterior
CR para as narinas ou para a ponta do
2—Curvo focinho
RL 1 — Concava acentuada Area localizada lateralmente na cabeca

2 — Cbncava levemente

entre o canto rostral e os labios

Formato de estruturas nos membros

1 — Evidente e aspero

Calosidade queratinizada sobre a

CN 5 _ Pouco desenvolvido superficie interna do prépolex em
machos
1 — Simples e eliptico Grande tubérculo sobre a superficie
TMCI ventral das méos, na base do primeiro
2 — Simples e arredondado digito
1 — Simples e ovalado Pequeno tubérculo sobre a superficie
TMCE ventral das mé&os, na base do quinto

2 — Bifido

digito

1 — Simples e redondos
TSM 2 - Simples e cdnicos
3 — Simples, redondos e conicos

Tubérculos localizados logo abaixo da
articulacdo das falanges das méos

1 — Simples e ovoide

Grande tubérculo sobre a superficie

TMTI ) ventral dos pés, na base do primeiro
2 — Simples e arredondado digito
TMTE 1 — Simples e eliptico Pequeno tubéerculo sobre a superficie

2 — Simples e arredondado

ventral dos pés, na base do quarto digito

1 — Simples e redondos
TSP 2 — Simples e cbnicos
3 — Simples, redondos e conicos

Tubérculos localizados logo abaixo da
articulacdo das falanges dos pés

Coloracéo do corpo

1 — Castanho-escuro
cbC 5 Castanho-claro

Coloracdo geral do dorso corpéreo e dos
membros

1 — Creme-escuro

cve 2 — Amarelo-palido

Coloracdo geral do ventre corpéreo e
dos membros

24



Tabela 2. Continuacao

Manchas em regides do corpo e dos membros

1 — Presente Mancha escura com formato geométrico
MCF de triangulo com forma invertida entre
2 — Ausente e
as orbitas oculares
1 — Presente Manchas escuras semelhantes ao sinal
MTR de pontuagdo da gramatica ) (“
2 — Ausente pontuag gramatica ) (
(parénteses) com forma invertida
1 — Presente Mancha escura semelhante a letra “V”
MLB . .
2 — Ausente com forma invertida.
1 — Presente Manchas escuras reticuladas sobre uma
MAX area de coloragdo esbranquicada na
2 — Ausente - orag quie
regido das axilas
1 — Presente Manchas esbranquicadas reticuladas
MIG sobre uma area de coloragdo escura nas
2 _ Ausente regides ocultas entre a lateral pélvica do
corpo e a face anterior da coxa.
MEM 1 — Presente Manchas escuras reticuladas sobre uma
2 — Ausente area de coloracao esbranquicadas.
MTB 1 — Presente Manchas escuras reticuladas sobre uma
2 — Ausente area de coloracao esbranquicadas.
Faixas em regides do corpo e membros
1 — Presente Estreita faixa escura que se estende
FRT desde a narina até a altura das cinturas
2 — Ausente .
escapulares ou do torax.
1 — Presente Faixas escuras transversais (uma a trés)
FRU que se estendem até a lateral do
2 — Ausente
antebrago.
1 — Presente Faixas escuras transversais (uma a trés)
FUM )
2 — Ausente que se estendem até a lateral do braco.
1 — Presente Faixas escuras transversais (uma a trés)
FFM ,
2 — Ausente que se estendem até a lateral da coxa.
1 — Presente Faixas escuras transversais (uma a trés)
FTB .
2 — Ausente que se estendem até a lateral da perna.
1 — Presente Faixas escuras transversais (uma a trés)
FPM que se estendem até a lateral da mao e
2 — Ausente .
dos digitos.
1 — Presente Faixas escuras transversais (uma a trés)
FPT que se estendem até a lateral do pé e dos
2 — Ausente

digitos.

Texturas da pele do corpo: (TPD) dorso, (TPV) ventre. Formatos do focinho: (FD) vista dorsal, (FL)
vista lateral. (CR) Formatos do canto rostral. (RL) formatos da regido loreal. Formatos de calos e
tubérculos: (CN) calo nupcial; (TMCI) tubérculo metacarpal interno; (TMCE) tubérculo metacarpal
externo; (TMTI) tubérculo metatarsal interno; (TMTE) tubérculo metatarsal externo; tubérculos
subarticulares (TSM) da Mao; (TSP) do Pé. Padrao de coloracdo: (CDC) dorsal; (CVC) ventral; Manchas:
(MCF) cefélica; (MTR) toracica; (MLB) lombar; (MAX) axilares; (MIG) inguinais; (MFM) femorais;
(MTB) tibiais. Faixas: (FRT) rostrais; (FRU) radioulnares; (FUM) umerais; (FFM) femorais; (FTB)
tibiais; (FPM) palmares; plantares (FPT).
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3.5 Morfometria

Os tamanhos de estruturas 0sseas e de estruturas ndo ossificadas, bastante
conhecidas em estudos taxondmicos, foram obtidos dos mesmos machos adultos de
Scinax perereca (Apéndice 1): Comprimento Rostro-Cloacal (CRC), Comprimento do
Cranio (CC), Largura do Créanio (LC), Distancia Inter-Orbital (DIO), Distancia-Olho-
Narina (DON), Distancia Narina-Focinho (DNF), Distancia Inter-Nasal (DIN),
Comprimento da M&o (CM), Comprimento Radioulnar (CRU), Comprimento do Umero
(CUM), Comprimento do Fémur (CF), Comprimento da Tibia (CT), Comprimento do
tarso (Ctar), Comprimento do Pé (CP), e também pelo comprimento de estruturas ndo
ossificadas, como o Diametro do timpano (DT), o Diametro Ocular (DO), o Didmetro
do disco do terceiro digito da méo (Dd3) e o Diametro do disco do quarto digito do pé
(Dd4) (Figura 3), conforme sdo sugeridos por Heyer et al. (1990) e Duellman (2001).
As medidas foram obtidas com o uso de um paquimetro digital com precisao de 0,1 mm
e por meio de uma ocular micrométrica acoplada a um microscépio estereoscopio Leica
MZ6.

Figura 3. Caracteres morfométricos: (a) Comprimento-Rostro-Cloacal (CRC),
Comprimento da Cabeca (CC), Largura da Cabeca (LC), Comprimento do Fémur (CF),
Comprimento da Tibia (CT), Comprimento do tarso (Ctar), Comprimento do Pé (CP),
Comprimento do Umero (CUM), Comprimento Radioulnar (CRU), Comprimento da
Méo (CM), (b) Distancia Inter-Nasal (DIN), Distancia Inter-Orbital (DIO), (c) Diametro
do Timpano (DT), Diametro do Olho (DO), Distancia-olho-narina (DON), Distancia
narina-focinho (DNF), (d) Didmetro do disco do terceiro dedo da mdo (Dd3) e o
Diametro do disco do quarto dedo do pé (Dd4). As figuras sdo modificadas de Pombal
Jr. et al. (1995a) e Duellman (2001).
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3.6 Bioacustica

Os cantos de anuncio de machos coletados de Scinax perereca foram gravados
em condicOes naturais de campo, em diversas localidades (Apéndice 2), com uso de um
gravador digital Tascam DR-100Mk Il Linear PCM Recorder acoplado a um microfone
externo Sennheiser Semidirecional (ME/66). Pelo menos trés minutos da atividade de
vocalizacdo de cada individuo foi gravada. Convertidas em padrdo mono 16 bit e
arquivadas no formato wave, as gravacgdes estdo depositadas na Colegdo Sonora Itamar
A. Martins. Durante as gravacOes, a temperatura do ar foi medida com uso de um
termdmetro de mercurio com preciséo de 0,5°C, durante as atividades de campo.

Os componentes bioacuUsticos do canto de anuncio de Scinax perereca foram
descritos; espectrais: Frequéncia Minima (FMN), Frequéncia Méaxima (FMX),
Frequéncia Dominante (FD) e Frequéncia de Modulacdo (FM); temporais: Numero de
pulsos por canto (NP), Duracdo do Canto (DC), Duracdo dos Pulsos (DP) e Intervalo
entre Pulsos (IP), segundo a nomenclatura e os conceitos apresentados por Cocroft &
Ryan (1995), Wells (2007) e Tarano (2010). A Tabela 4 mostra uma breve descri¢éo

dos caracteres bioacusticos.

Tabela 4. Descricdo dos caracteres bioacusticos

Carater Descricdo do carater
Componentes Espectrais
Frequéncia Minima Menor faixa de frequéncia produzida por um canto
Frequéncia Maxima Maior faixa de frequéncia produzida por um canto

Faixa de frequéncia que concentra maior intensidade de

Frequéncia Dominante . .
energia produzida por um canto

Diferenca entre a frequéncia méxima atingida por um canto

Frequéncia de Modulacao A S
e a frequéncia méxima do seu primeiro pulso

Componentes Temporais

NUmero de Pulsos Quantidade de pulsos produzidos por um canto

Duracdo do canto Intervalo de tempo entre o inicio e o final de um canto

Duracdo dos Pulsos Intervalo de tempo entre o inicio e o final de um pulso
Intervalo de tempo entre dois pulsos consecutivos de um

Intervalo entre Pulsos
canto

Quase todos componentes espectrais foram observados e medidos no
espectrograma, grafico o qual relaciona faixas de frequéncia do canto em fungdo do
tempo. A frequéncia dominante (FD) foi medida no grafico espectro de poténcia, que
relaciona amplitude (intensidade) em funcéo da frequéncia. Os componentes temporais

foram observados e medidos no oscilograma (waveform), grafico o qual relaciona
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amplitude do canto (intensidade) em funcdo do tempo (Figura 4). Os caracteres
bioacusticos puderam ser visualizados e quantificados com o uso dos softwares Raven
1.3 e 0 CoolEdit 2000, com taxa de amostragem de 44.100 Hz, resolucdo de 16 bit e
opcoes de filtro de 256 e/ou 1024 bandas FFT (Fast Fourier Transform).
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Figura 4. Caracteres bioacusticos: (a) Oscilograma: Numero de Pulsos (NP), Duracao
dos Pulsos (DP) e Intervalo entre Pulsos (IP); (b) Espectrograma: Frequéncia Minima
(FMN), Frequéncia Méaxima (FMX), Frequéncia de Modulacdo (FM), Duracdo do
Canto (DC); (c) Espectro de Poténcia: Frequéncia Dominante (FD).

3.7 Colecdes Cientificas
Os espécimes de Scinax utilizados neste estudo estdo depositados nas seguintes

colecdes cientificas herpetoldgicas:

(CCLZU): Colecao Cientifica de Anfibios do Laboratério de Zoologia da Universidade
de Taubaté, Taubaté, SP. Curador: Prof.° Dr. Itamar Alves Martins.

(CFBH): Colecdo Cientifica de Anfibios Célio Fernando Baptista Haddad do
Laboratorio de Herpetologia da Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, SP.
Curador: Prof.° Dr. Célio Fernando Baptista Haddad.

(CHUFSC): Colecdo Cientifica do Laboratério de Herpetologia da Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC. Curador: Prof.° Dr. Selvino Neckel de
Oliveira.

(DZSJRP): Colecdo Cientifica de Anfibios do Departamento de Zoologia e Botéanica da
Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto, SP. Curadora: Prof.2 Dra.
Denise Cerqueira Rossa-Feres.

(MCP): Colecdo Cientifica do Museu de Ciéncias e Tecnologia da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. Curadora: Prof.2 Dra.
Glaucia Maria Funk Pontes.

28



(UFRGS): Colecdo Herpetologica do Departamento de Zoologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. Curadores: Prof.° Dr. Marcio Borges
Martins e Prof.2 Dra. Laura Verrastro.
(ZUEC): Colecdo de Anfibios do Museu de Historia Natural “Prof. Adao José
Cardoso” da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP. Curador: Prof.° Dr.
Luis Felipe de Toledo Ramos Pereira.

3.8 Distribuicdo Geogréfica

A distribuicdo geografica de Scinax perereca foi determinada por meio das
coordenadas geograficas (latitude e longitude) obtidas de cada localidade visitada
durante as coletas de campo, e dos registros indicados nas cole¢des cientificas
consultadas. Mapas regionais foram elaborados com auxilio do software de
geoprocessamento Quantum GIS (QGIS) 2.14.0.

3.9 Andlises Estatisticas
3.9.1 Alinhamento das sequéncias do COI e andlises de similaridade

A diversidade intra-especifica e as divergéncias inter-especificas entre as
sequéncias nucleotidicas do COI das amostras de Scinax (S. dolloi, S. duartei, S.
granulatus, S. hayii e S. perereca) foram calculadas por métodos de distancia genética,
segundo 0 modelo evolutivo Kimura 2 parametros (K2P) (KIMURA, 1980) no
programa Mega 6.0 (TAMURA et al. 2007).

Em seguida, os dados gerados foram utilizados para construir a arvore de
Neighbor-Joining (NJ) (SAITOU & NEI, 1987), adotando o0 modelo K2P e 0 método de
bootstrap 1000 para dar suporte aos agrupamentos (FELSENSTEIN, 1985). A
identificacdo correta dos espécimes pdde ser reconhecida apenas pelas amostras que
apresentaram um indice de similaridade, em média, superior a 98% (p<0,02)
(RUBINOFF, 2006).

3.9.2 Coeficiente de Variacéo (CV)

Calculamos o coeficiente de variacdo das amostras de cada carater morfométrico
e bioacustico de Scinax perereca para avaliar a condi¢do de variacdo dos caracteres
examinados. Adotamos o0 modelo proposto por Gerhardt (1991), modificado por Bee et
al. (2001), para classificarmos os caracteres como estatico (CV<0,05) ou dinamico
(CVv>0,05) em funcdo do valor resultante obtido da equagdo “CV = (DP/X)*100”, na
qual CV indica o coeficiente de variacdo, cujo valor resulta do quociente entre o desvio-

padrdo (DP) pela média dos dados obtidos de cada carater. O estado estatico indica um
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que o caréater € pouco variavel e bastante conservado, o qual representa grande potencial

taxondmico para representar os eixos das analises multivariadas.

3.9.3 Analise de Componentes Principais (PCA)

A proposta da Analise de Componentes Principais (PCA) é reduzir um conjunto
de dados com muitas variaveis, a um conjunto menor de varidveis, a partir do conjunto
original. Trata-se de um método de andalise multivariada, proposta por Pearson (1901) e
Hotelling (1933), a qual foi escolhida para explorar a variacdo os dados dos caracteres
morfomeétricos e bioacusticos sob a forma de uma nuvem de pontos, distribuidos num
espaco multidimensional, e orientados por eixos ndo correlacionados (componentes
principais) definidos para cada variavel. O centroide dos pontos é definido pela média
dos dados de cada carater. As primeiras componentes (eixos) representam as maiores
variancias (auto-vetores). O eixo principal 1 mostra o carater taxonémico com maior
variancia, o eixo principal 2 com a segunda maior variancia, e o ultimo a menor.
Podemos dizer entdo, que a PC1l é a direcdo de maior variagdo na nuvem
multidimensional de pontos, e é a reta que representa a menor distancia entre ela e 0s
pontos. Para realizacdo desta analise, utilizamos espécimes coletados em campo e de
colecBes cientificas, e comparamos 0s agrupamentos de Scinax perereca (subclados
principais) obtidos das analises mitocondriais conforme suas localidades geogréficas.
Utilizamos o software de analises estatisticas PAST 3.14 (PAleontological STatistics)

para obter resultados dos testes multivariados.

3.9.4 Andlises morfolégicas

As andlises morfologicas teve carater mais qualitativo. Calculamos a frequéncia
relativa (FR) dos estados morfoldgicos de cada carater presente por meio da razdo entre
a frequéncia absoluta (FA) (numero de individuos observados com o estado
morfolégico do carater) e o nimero de total de observacdes (NT) (total de individuos),
para definir possiveis padrdes morfologicos entre as populacfes de Scinax perereca. Em
seguida, os caracteres morfoldgicos foram descritos em funcdo dos agrupamentos

obtidos das analises moleculares.
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4. RESULTADOS

4.1 Alinhamentos e analises de similaridades das sequencias do COI

Os fragmentos sequenciados do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase | (COI)
corresponderam a 636 pb de comprimento. A analise de similaridade das sequéncias
obtidas das espécies de Scinax resultou num clado monofilético bem suportado. Scinax
perereca e as espécies relacionadas (S. dolloi e S. hayii) juntas formam um grupo
monofilético, estruturado por trés clados: clado Scinax dolloi, clado Scinax perereca e
clado Scinax hayii (Figura 5). Os resultados desta andlise indicam bons valores de
suporte para estrutura desses trés clados.

O clado S. dolloi é monofilético pelo agrupamento de espécimes de S. dolloi,
dois espécimes da localidade-tipo (Alto de Maringa, RJ) e um espécime de outra
localidade do Estado do Rio de Janeiro (ltatiaia, RJ) localizadas na Serra da
Mantiqueira. O clado S. dolloi apresenta maiores afinidades com o clado S. perereca,
sendo considerados aqui como grupos-irmaos.

O clado S. perereca ndo pode ser considerado monofilético pelo espécime de S.
perereca do litoral sul do Vale do Ribeira (Peruibe, SP), Estado de S&o Paulo, estar
incluido no clado S. hayii. O clado S. perereca é formado pelos espécimes de S.
perereca da localidade-tipo (Ribeirdo Branco, SP) e de diversas localidades dos estados
do Parana e de Santa Catarina. Este clado € bem estruturado por dois subclados
principais: clado perereca A e clado perereca B. O clado perereca A forma um grupo
monofilético com os espécimes de S. perereca da localidade-tipo (Ribeirdo Branco, SP),
regido do Planalto Atlantico no sul do Estado de S&o Paulo, e de localidades no Estado
do Parand, regides de planicie litoranea (Morretes, PR) e areas mais elevadas na regido
norte do Planalto de Curitiba (Jaguaraiva, PR). O clado perereca B forma um
agrupamento monofilético com espécimes de diversas localidades do Estado de Santa
Catarina, desde as planicies litoraneas (Floriandpolis, Lauro Mueller, Praia Grande e
Treviso, SC) até as regides de maiores altitudes do Planalto Ocidental (Sdo Bento do
Sul, SC) e das Serras Catarinense (Campos Novos, SC). Juntos, o clado S. dolloi e 0
clado S. perereca formam o grupo-irméo do clado S. hayii.

O clado S. hayii agrupa os espécimes de S. hayii de areas localizadas na Serra
dos Orgdos, a localidade-tipo (Petropolis, RJ) e outra localidade da regi&o (Teresopolis,
RJ), e os espécies identificados como S. cf. hayii do Alto do Paranapanema (Apiai,

Iporanga, Ribeirdo Grande e Tapirai, SP) e do litoral norte do Estado (llhabela, SP). O
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espécime de S. perereca incluido neste clado, como mencionados anteriormente, foi

considerado aqui neste estudo como S. cf. hayii.

Scinax dolloi CFBHT20291 Scinax dolloi Maringa RJ (T)
100 |.| CFBHT00352 Scinax dolloi Itatiaia RJ
78! CFBHT20292 Scinax dolloi Maringa RJ (T)

94

58
96

- CFBHT 11877 Scinax perereca Jaguariaiva PR

84 )
i FBHT erereca Morretes PR
Scinax perereca CFBHT20250 Scinax p!

100

i CFBHT 10754 Scinax perereca Florianopolis SC

50 5 CFBHT03111 Scinax perereca Treviso SC

100
Scinax hayii
52

CFBHT05490 Scinax cf. hayii Tapirai SP

64

82

100

100[— CFBHT05495 Scinax duartei ltamonte MG
L CFBHT08132 Scinax duartei Airuoca MG

0.02

CFBHT01470 Scinax perereca Ribeirao Branco SP (T)

% CEBHT16055 Scinax perereca Ribeirao Branco SP (T)
CFBHT00997 Scinax perereca Ribeirao Branco SP (T
CFBHTO01469 Scinax perereca Ribeirao Branco SP  (T)
86 CFBHT20268 Scinax perereca RibeiraoBranco sp (T) | CLADO perereca A
CFBHT20249 Scinax perereca Morretes PR

¥ CFBHT 12606 Scinax perereca Sao Bento do Sul SC

CFBHT11689 Scinax perereca Campos Novos SC
58 CFBHT20271 Scinax perereca PraiaGrandeSC

508 CFBHT11686 Scinax perereca Campos Novos SC
CFBHT 14953 Scinax perereca Lauro Mueller SC
36 CFBHT20277 Scinax perereca Florianopolis SC
18 CFBHT20276 Scinax perereca Florianopolis SC
12 CFBHT20270 Scinax perereca PraiaGrandeSC

g2 - CFBHT 15956 Scinax cf. hayii Apiai e Iporanga SP
62 |L CFBHT11677 Scinax cf. hayii Ribeirao Grande SP
CFBHT20254 Scinax perereca peruibe SP (NM)

CFBHT20261 Scinax cf. hayii ilhaBela SP
44) CFBHT04363 Scinax hayii Petropolis RJ (T)

s0f CFBHT17896 Scinax hayii Petrpolis RJ (T)
CFBHT04473 Scinax hayii Teresopolis RJ
CFBHT04371 Scinax hayii Petropolis RJ (T)
CFBHT20301 Scinax granulatus Florianopolis SC

CLADO perereca B

CLADO hayii
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Figura 5. Arvore de similaridade dos fragmentos mitocondriais sequenciados do gene
Citocromo ¢ Oxidase | (COIl) das espécies de Scinax (S. dolloi, S. duarte, S. granulatus,
S. hayii, S. perereca e S. cf. hayii). Os nimeros proximos aos nds indicam os valores de
suporte dos agrupamentos em funcdo do bootstrap. (T) indica topétipos. (NM) indica
amostras de Scinax perereca ndo-monofiléticas.

4.2 Anélises morfometricas e bioacusticas

Os valores das medidas dos caracteres morfométricos e dos bioacusticos dos
subclados (clado perereca A e clado perereca B) do clado S. perereca obtidos da
anélise mitocondrial estdo apresentadas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Os
resultados do coeficiente de variacdo indicaram que os caracteres morfométricos (CRC
e CT) e os bioacusticos (FD e NP) apresentam maior potencial para representar 0s eixos

principais das analises multivariadas (PCA).

Tabela 5. Medidas dos caracteres morfométricos dos agrupamentos do clado Scinax
perereca. Os valores estdo apresentados sob a forma de média, desvio-padrdo e

amplitude de variagdo. mm: milimetros

Caréater clado perereca A clado perereca B
(n=595) (n=123)

CRC (mm) 35,4+1,7 (31,9-38,7) 35,75+1,38 (32,2-39,1)
CC (mm) 11,5+0,8 (10,2-15,3) 11,4+0,7 (10,1-16,3)
LC (mm) 9,6+0,5 (8,2-10,9) 9,650,388 (8,2-17,6)
CF (mm) 16,4+1,2 (11,8-18,5) 16,45+1,36 (9,5-19)
CT (mm) 18,3+1,1 (15,8-20,3) 18,57+0,95 (15-20,9)
Ctar (mm) 10,308 (8,6-12,2) 10,36+0,6 (9-12)
CP (mm) 15,2+1,2 (11,6-18,3) 15,51+1,04 (9,7-18,3)
CUM (mm) 5,9+0,4 (4,8-6,9) 5,73+0,46 (4,6-7,1)
CRU (mm) 6,6+0,5 (5,6-7,8) 6,51+0,44 (5,3-7,7)
CM (mm) 10,6+0,7 (8,9-12,5) 10,66+0,66 (8,7-12,4)
DT (mm) 2,1+0,2 (1,6-2,7) 2,12+0,25 (1,3-3)
DO (mm) 3,5¢0,3 (2,5-4,3) 3,5740,3 (2,7-4,5)
DON (mm) 3,640,4 (3-4,5) 3,58+0,32 (2,8-4,4)
DNF (mm) 1,240,2 (0,7-2,1) 1,37+0,45 (0,8-2,7)
DIN (mm) 2,440,2 (2-2,7) 2,33+0,26 (1,4-3)
DIO (mm) 4,4+0,4 (3,9-5,5) 4,3610,35 (3,5-5,4)
Dd3 (mm) 2+0,2 (1,4-2,4) 2,03+0,24 (1,3-2,8)
Dd4 (mm) 1,8+0,2 (1,3-2,2) 1,88+0,28 (1-2,5)

Estruturas ésseas: (CRC) Comprimento-Rostro-Cloacal; (CC) Comprimento da Cabeca; (LC) Largura da
Cabeca; (CF) Comprimento do Fémur; (CT) Comprimento da Tibia; (Ctar) Comprimento do tarso; (CP)
Comprimento do Pé, (CUM) Comprimento do Umero; (CRU)Comprimento Radioulnar; (CM)
Comprimento da Mo; (DON) Distancia-olho-narina; (DNF) Distancia narina-focinho; (DIN) Distancia
Inter-Nasal; (DIO) Distancia Inter-Orbital. Estruturas ndo ossificadas: (DT) Diametro do Timpano; (DO)
Diametro do Olho; (Dd3) Diametro do disco do terceiro dedo da méo; (Dd4) Didmetro do disco do quarto
dedo do pé.

33



Tabela 6. Medidas dos caracteres bioacusticos do canto de anucio dos subclados (clado
perereca A e clado perereca B) do clado Scinax perereca. Os valores estdo
apresentados sob a forma de média, desvio padrdo e amplitude de variagdo. Hz: Hertz;

ms: milissegundos.

Carater clado perereca A clado perereca B
(n=303) (n=362)

FMN (Hz) 1491,87+129,6 (1166-1802) 1436,61+75,6 (1378-1602)
FMX (Hz) 4527,31+486 (3604-5671) 4339,2+314,2 (3624-5618)
FD (Hz) 1710,74+127,6 (1514,8-2557)  1586,9+110,9 (1392,9-2388,7)
FM (Hz) 2217,75+504,3 (689-3392) 1927,2+491,1 (742-3604)
DC (ms) 229,61+37,8 (152-329) 281,6+36,2 (183-396)
NP 19,78+2,7 (14-27) 21,5+2,4 (14-29)
DP (ms) 7,2+1,3 (5-11) 8+1,1 (5-11)
IP (ms) 3,7+1,2 (1-6) 4,5+1,3 (1-8)

Componentes espectrais: (FMN) Frequéncia Minima; (FMX) Frequéncia Méaxima; (FD) Frequéncia
Dominante; (FM) Frequéncia de Modulacdo. Componentes temporais: (DC) Duracdo do Canto; (NP)
NUmero de Pulsos; (DP) Duracéo dos Pulsos; (IP) Intervalo entre Pulsos.

As anélises de componentes principais (PCA) corroboram com as analises
mitocondriais revelando que existe uma estrutura populacional em Scinax perereca. Os
caracteres morfométricos e os bioacusticos mostraram grande sobreposi¢do entre 0s

subclados (clado perereca A e clado perereca B) do clado Scinax perereca.

181
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Figura 6. Vetores da andlise de componentes principais dos caracteres morfométricos
dos subclados de Scinax perereca: clado perereca A e clado perereca B.
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Os dois primeiros componentes dos caracteres morfomeétricos representam em
propor¢do cumulativa 65,6% da variacdo obtida. O componente principal 1 explica
50,2% da variacdo morfometrica entre os clados perereca A e perereca B. As maiores
variacOes observadas na morfometria destes dois clados estdo representadas pelos
caracteres CRC, CF, CT e CP (Figura 6, Tabela 7).

Tabela 7. Matriz de variancia (PCA) dos caracteres morfométricos

Carater  PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8

CRC 0,5859 0,4180 -0,6523 0,1558 0,0148 0,0452 -0,0888 0,1078

CcC 0,1494 0,2858 0,4436 0,1803 0,3839 0,0958 -0,2811 -0,0942
LC 0,1202 0,4672 0,3668 0,0885 0,3321 -0,1974 0,0996 0,0280
CF 0,4394 -0,6591 0,0081 0,0738 0,5274 -0,0872 0,1133 0,1656
CT 0,3639 -0,1895 0,2340 0,2998 -0,5150 -0,3639 -0,0666 0,0388
Ctar 0,1949 -0,1158 10,1363 0,4002 -0,2076 0,4046 -0,0919 -0,6064
CP 0,4098 -0,0005 0,2108 -0,7734 -0,1597 0,0158 -0,3448 -0,1025

CUM 0,0797 0,0668 0,2339 0,0384 -0,1570 0,4079 0,2005 0,4614
CRU 0,1081 0,0235 0,2121 0,0880 -0,2306 0,2504 0,0627 0,5101

CM 0,2328 0,1081 0,0877 -0,2243 -0,0666 0,0266 0,8068 -0,3030
DT 0,0489 0,0655 0,0087 0,0227 -0,0059 0,0851 0,0623 0,0213
DO 0,0475 0,0247 0,0151 0,0377 -0,0124 0,0/04 0,0129 0,0135

DON 0,0499 0,0000 0,1084 0,1011 -0,0568 -0,2354 -0,1419 0,0460
DNF 0,0193 10,1331 0,0578 0,0591 -0,1350 -0,4746 0,0978 0,0194

DIN 0,0419 -0,0073 -0,0220 -0,0374 0,0765 0,1812 -0,0522 -0,0404
DIO 0,0411 0,0190 0,0419 0,0648 0,0903 -0,1970 0,1588 -0,0354
Dd3 0,0481 -0,0144 0,0100 -0,0070 0,0600 0,1563 0,0427 -0,0066
Dd4 0,0546 -0,0393 -0,0137 -0,0294 0,0929 0,1650 0,0044 -0,0245

A variacdo obtida dos dois primeiros componentes dos caracteres bioacusticos
estd representada por uma proporcdo acumulativa de 93,7%. O primeiro componente
principal explica 67,7% da variacdo encontrada entre o clado perereca A e o clado
perereca B. Os caracteres bioacusticos FMX e FM representam as maiores variagcdes
encontradas entre estes dois subclados (Figura 7, Tabela 8).
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Figura 7. Vetores da analise de componentes principais dos caracteres bioacusticos dos

subclados de Scinax perereca: clado perereca A e clado perereca B.

Tabela 8. Matriz de variancia (PCA) dos caracteres bioacusticos

Carater PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PCY PC8

FMN -0,0266 -0,0307 0,5675 0,8191 0,0732 0,0005 -0,0060 -0,0007
FMX 0,5020 0,8582 -0,0566 0,0846 0,0340 0,0011 -0,0005 0,0001
FD 0,0448 0,0777 0,8078 -0,5673 0,1328 0,0001 -0,0026 0,0000
FM 0,8631 -0,5051 0,0048 0,0058 0,0000 -0,0001 -0,0001 -0,0001
NP -0,0010 -0,0019 -0,0043 0,0042 0,0625 -0,0960 0,8730 0,4740
DC -0,0213 -0,0377 -0,1487 0,0124 0,9858 0,0087 -0,0505 -0,0369
DP 0,0000 0,0001 -0,0031 -0,0007 0,0077 -0,6544 -0,4155 0,6317
IP -0,0005 -0,0011 -0,0018 -0,0008 0,0031 0,7500 -0,2503 0,6123

4.3 Analises morfoldgicas

A anélise qualitativa dos caracteres morfol6gicos mostrou pouca variagdo na

frequéncia dos estados de cada carater observado entre os espécimes dos subclados de S.

perereca, clado perereca A e clado perereca B, corroborando a estrutura populacional

de Scinax perereca indicado pelas analises mitocondriais e dos componentes principais
(Figuras 8 e 9).

As frequéncias relativas dos estados morfologicos em relagdo ao formato de
estruturas do cranio (FD, FL, CR, RL) e dos membros (CN, TMCI, TMCE, TMTI,

TMTE) é bastante semelhante entre estes dois subclados. Os estados morfoldgicos dos

36



caracteres TSM e TSP apresentam frequéncias relativas mais variaveis entre o clado
perereca A e o clado perereca B. Os espécimes do clado perereca A podem ser
distinguidos dos espécimes do clado perereca B pela coloragdo corpérea dorsal e das
manchas presentes em regides ocultas do corpo (MAX, MIG, MFM e MTB).

A coloracdo corpdrea dos espécimes do clado perereca A varia entre tons de
castanhos-claros, castanhos-escuros ou castanhos-dourados, e as regides ocultas do
corpo apresentam manchas pretas reticuladas sobre uma area de coloracdo amarela. Os
especimes do clado perereca B apresentam coloragdo que varia entre castanho-claro,
castanho-dourado ou castanho-amarelado, com manchas reticuladas nas regides ocultas
do corpo que podem variar entre marrom-claro e marrom-escuro sobre uma &rea de
coloragdo preta ou dourada. A presenga de numerosos pontos pequenos e castanho-
escuros distribuidos por todo revestimento dorsal é bastante peculiar nos espécimes do
clado perereca B. A presenca das faixas em diferentes regides do corpo (FRT, FRU,

FUM, FFM, FTB, FPM e FPT) é bem mais frequente nos espécimes do clado perereca
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Figura 8. Frequéncia relativa (%) dos estados (cores) morfolégicos de cada carater
(colunas) do espécimes do clado perereca A. Valores da legenda representam o estado
morfol6égico dos caracteres definido previamente. (E1): estado morfologico 1; (E2)
estado morfologico 2; (E3): estado morfolégico 3.
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Figura 9. Frequéncia relativa (%) dos estados (cores) morfoldgicos de cada carater
(colunas) do espécimes do clado perereca B. Valores da legenda representam o estado
morfologico dos caracteres definido previamente. (E1): estado morfoldgico 1; (E2)
estado morfologico 2; (E3): estado morfolégico 3.
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4.4 Distribuicdo geogréfica

Os resultados das analises mitocondriais sustentadas pelas analises qualitativas e
dos componentes principais sugerem que a distribuicdo geografica de Scinax perereca
esta restrita a regido de planalto da localidade-tipo (Ribeirdo Branco, SP) no Estado de
Sao Paulo, areas de planicie litoranea e planalto da regido leste do Estado do Parang, e
areas que se estendem desde as planicie litoraneas até os planaltos interiores da regido
oeste do Estado Santa Catarina, além de areas concentradas em regifes ao norte do
Estado do Rio Grande do Sul (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo geografica de Scinax perereca. Abreviagdo dos Estados
brasileiros (UF): (ES) Espirito Santo; (MG) Minas Gerais; (PR) Parang; (RJ) Rio de
Janeiro; (RS) Rio Grande do Sul; (SP) Sdo Paulo. *Indica localidade-tipo (Ribeirdo
Branco, SP).

4.5 Consideragdes sobre a espécie
Scinax perereca Pombal Jr., Haddad & Kasahara, 1995
Redescrigéo (Figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16)

- Etimologia: o epiteto especifico “perereca” refere-se a uma palavra de origem Tupi.
Este nome é frequentemente usado pelos brasileiros para designar espécies de hilideos,
principalmente espécies do antigo grupo de espécies Scinax ruber.

- Holédtipo: BRASIL, SAO PAULO, Municipio de Ribeirdo Branco, Fazendinha S&o
Luis (aproximadamente 24°13°S; 48°46"W; 800m), macho adulto em bom estado de
conservacao (ZUEC 9179), coletado por Pombal Jr. & Haddad em 7-11/X11/1992.

- Parétipos: machos adultos coletados juntos com o hol6tipo (MNRJ 16601-01;
MUZUSP 69637-39; ZUEC: 9181-9187).

- Diagnose: Scinax perereca € distinguido de outras espécies do género pela seguinte
combinagdo de caracteres: (1) tamanho corpéreo médio (machos CRC 31,9-38,7 mm);
(2) cabeca mais comprida que larga; (3) focinho subovdide em vista dorsal; (4) focinho
redondo em vista lateral; (5) regido loreal levemente concava; (6) canto rostral reto; (7)
mosaico de manchas pretas reticuladas sobre uma area de coloracdo amarela na lateral
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das regiGes inguinais, nas faces anterior e posterior das coxas, e nas axilas. (8) mancha
ceféalica localizada entre as Orbitas oculares com formato triangular invertido; (9)
manchas tordcicas semelhantes ao formato de parénteses invertidos *) (“ou com a forma
da letra “W” do alfabeto; (10) mancha lombar semelhante a letra “V” do alfabeto e com
formato invertido; (11) laterais da cabega com uma faixa rostral, longitudinal que se
estende das narinas até a regido posterior das cinturas escapulares; (12) bragos,
antebracos, maos, coxas, pernas, pés e dos digitos com uma a trés faixas dorsais e
transversas que se estendem até a regido lateral.

Descricédo da Localidade-tipo

- Morfologia: (1) textura da pele lisa na regido ventral da gula e em todo revestimento
dorsal, com poucos grénulos glandulares; (2) regido ventral do abdémen bastante
granulosa; (3) focinho subovdide em vista dorsal; (4) focinho redondo em vista lateral;
(5) regido loreal levemente concava; (6) canto rostral reto ou curvo; (7) calo nupcial
esbranquicado, aspero e bastante desenvolvido; (8) tubérculo metacarpal interno simples
e eliptico; (9) tubérculo metacarpal externo bifido; (10) tubérculo metatarsal interno
simples e ovoide; (11) tubérculo metatarsal externo simples e arredondado; (12)
tubérculos subarticulares das méos e dos pés simples, redondos e conicos (Figura 11).

- Coloragéo em vida: (1) dorso do corpo e dos membros castanho-escuro ou castanho-
claro, levemente pigmentado por pequenos pontos e manchas castanho-escuros; (2)
ventre do abdémen do corpo e dos membros imaculado e amarelado (machos), com a
regido gular levemente rosada; (3) mosaico de manchas reticuladas pretas, largas e bem
definidas, sobre uma éarea de coloracdo amarela nas faces posteriores das coxas,
anteriores das pernas, nas regides inguinais e nas axilas; (4) mancha cefalica castanho-
claro ou castanho-escuro localizada entre as drbitas oculares com formato triangular
invertido; (5) manchas toracicas castanho-claros ou castanho-escuros semelhantes ao
formato de parénteses invertidos ) (“ou com a forma da letra “W” do alfabeto; (10)
mancha lombar castanho-claro ou castanho-escuro semelhante a letra “V” do alfabeto e
com formato invertido; (11) faixas rostrais longitudinais castanho-claro ou castanho-
escuro nas laterais da cabeca, que se estendem das narinas até a regido posterior das
cinturas escapulares; (12) dorso dos bragos, antebragos, maos, coxas, pernas, pés e dos
digitos com uma ou trés faixas transversas castanho-claro ou castanho-escuro que se
estendem até a regido lateral de cada membro (Figura 12).

- Morfometria: (1) tamanho corpéreo de porte médio (CRC 32,7-42,0 mm); (2) cabeca
mais comprida (CC 10,5-15,3 mm) em relacdo a sua largura (LC 9,0-11,1 mm); (3)
tibias (CT 17,0-22,4 mm) com comprimentos maiores que os fémures (CF 15,4-19,4
mm); (4) pés (11,6-18,5 mm) com comprimento maior que os tarsos (Ctar 9,3-12,2
mm); (5) maos (CM 8,9-12,8 mm) com comprimentos maiores que o imero (CUM 5,1-
6,9 mm) e a radioulna (CRU 5,6-7,8 mm); (6) didametro dos olhos (DO 2,5-4,4 mm)
maior que dos timpanos (DT 2,0-2,7 mm); (7) distancia entre os olhos e as narinas
(DON 3,1-4,8 mm) maior que entre as narinas e o focinho (DNF 0,8-1,7 mm); (8)
distancia entre as orbitas oculares (DIO 3,7-5,0 mm) maior que entre as narinas (DIN
2,0-3,0 mm); (9) diametros dos discos adesivos, tanto do digito 3 da mao (Dd3 1,5-2,5
mm) quanto do digito 4 do pé (Dd4 1,5-2,5 mm) do mesmo tamanho.

- Bioacustica (canto de anuncio): (1) uma unica nota multipulsionada (NP 14-26); (2)
duracdo do canto varidvel (DC 159-329 ms); (3) tempo de duracdo dos pulsos e 0
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intervalo entre eles variavel (DP 5-11 ms; IP 2-6 ms); (4) amplitude das frequéncias do
canto variavel (FMN 1166-1484 Hz; FMX 3604-5671 Hz); (5) frequéncia dominante
ocupa uma faixa bem definida (FD 1514,8-1777,7 Hz); (6) estrutura do canto modulada
de forma ascendente (FM 1431-2809 Hz). (7) ndo ha estrutura harménica (Figura 13).

Variacao populacional

- Coloracéo dos espécimes fixados: (1) dorso do corpo e dos membros castanho-escuro
ou castanho-claro, as vezes, pigmentado por poucos ou NUMErosos pequenos pontos
castanho-escuros; (2) ventre do abdémen do corpo, dos membros e da regido gular
imaculados, creme escuro ou amarelo-palido (machos); (3) mosaico de manchas
reticuladas castanho-escutas, sobre uma area de coloracdo esbranquicada ou amarelo-
palido nas faces posteriores das coxas, anteriores das pernas, nas regiées inguinais e nas
axilas; (5) manchas cefalica, toracica, lombar castanho-claros ou castanho-escuros; (8)
faixas nas laterais da cabeca e no dorso dos membros castanho-claros ou castanho-
escuros (Figura 14).

- Morfologia: (1) textura da pele lisa na regido ventral da gula e em todo revestimento
dorsal, com poucos granulos glandulares; (2) regido ventral do abdémen granulosa; (3)
focinho subovdide ou arredondado em vista dorsal; (4) focinho redondo ou proeminente
em vista lateral; (5) regido loreal levemente concava; (6) canto rostral reto ou curvo; (7)
calo nupcial esbranquicado, aspero e bastante desenvolvido; (8) tubérculo metacarpal
interno simples e eliptico; (9) tubérculo metacarpal externo bifido; (10) tubérculo
metatarsal interno simples e ovoide; (11) tubérculo metatarsal externo simples e
arredondado; (12) tubérculos subarticulares das méos e dos pés simples, redondos e
conicos, ou somente conicos (Figura 14).

- Coloracéo em vida: (1) dorso do corpo e dos membros castanho-escuro, castanho-
claro, castanho-dourado, castanho-esverdeado ou amarelado, as vezes, pigmentado por
pouCcOS OU NUMeErosos pequenos pontos castanhos-escuros; (2) ventre do abdémen do
corpo e dos membros imaculado e amarelado (machos), com a regido gular levemente
rosada ou amarelada; (3) presenca ou auséncia de um mosaico de manchas nas faces
posteriores das coxas, anteriores das pernas, nas regides inguinais e nas axilas; (4)
mosaico de manchas reticuladas pretas, castanho-claros ou castanho-escuros, sobre uma
area de coloragdo amarela, dourada, castanho-claro, castanho-dourado, castanho-
esverdeado ou preta nas faces posteriores das coxas, anteriores das pernas, nas regides
inguinais e nas axilas; (5) presenca ou auséncia de mancha ceféalica castanho-claro ou
castanho-escuro localizada entre as drbitas oculares com formato triangular invertido;
(6) presenca ou auséncia de manchas toracicas castanho-claros ou castanho-escuros
semelhantes ao formato de parénteses invertidos “) (“ou com a forma da letra “W” do
alfabeto; (7) presenca ou auséncia de mancha lombar castanho-claro ou castanho-escuro
semelhante a letra “V” do alfabeto e com formato invertido; (8) presenca ou auséncia de
faixas rostrais longitudinais castanho-claro ou castanho-escuro nas laterais da cabeca,
que se estendem das narinas até a regido posterior das cinturas escapulares; (9) presenca
ou auséncia no dorso dos bracos, antebracos, méos, coxas, pernas, pés e dos digitos com
uma, trés ou quatro faixas transversas castanho-claro ou castanho-escuro que se
estendem até a regido lateral de cada membro (Figura 15).

- Morfometria: média, desvio-padréo e amplitude de variacdo. (1) CRC 35,6+1,5 (31,9-
39,1 mm); (2) CC 11,4+0,7 (10,1-16,3 mm); (3) LC 9,6+0,8 (8,2-11,8 mm); (4) CF
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16,4+1,3 (9,5-19 mm); (5) CT 18,5+1 (15-20,9 mm); (6) Ctar 10,3+0,7 (8,6-12,2 mm);
(7) CP 15,4£1,1 (9,7-18,3 mm); (8) CUM 5,8+0,5 (4,6-7,1 mm); (9) CRU 6,5+0,5 (5,3-
7,8 mm); (10) CM 10,6+0,7 (8,7-12,5 mm); (11) DT 2,1+0,2 (1,3-3 mm); (12) DO
3,6£0,3 (2,5-4,5 mm); (13) DON 3,6+0,3 (2,8-4,5 mm); (14) DNF 1,3+0,4 (0,7-2,7);
(15) DIN 2,4+0,2 (1,4-3 mm); (16) DIO 4,4+0,3 (3,5-5,5 mm); (17) Dd3 2+0,2 (1,3-2,8
mm); (18) Dd4 1,9+0,3 (1-2,5 mm).

- Bioacustica (canto de anuncio): média, desvio-padrdo e amplitude de variacdo. (1)
FMN 1461,8+107,3 (1166-1802 Hz); (2) FMX 4424,9+412,2 (3604-5671 Hz); (3) FD
1643,3+133,8 (1392,9-2557 Hz); (4) FM 2059,6+517,5 (689-3604 Hz); (5) DC
257,9+45,1 (152-396 ms); NP (6) 20,7+2,7 (14-29); DP (7) 7,6%1,3 (5-11 ms): IP (8)
4,1+1,3 (1-8 ms) (Figura 16).

- Comparacao com espécies relacionadas: Pelo seu tamanho menor (CRC 31,9-39,1
mm) S. perereca difere de S. hayii (CRC 39-42 mm, LUTZ, 1973; CRC 39-43 mm,
HEYER et al. 1990; CRC 51 mm, HADDAD et al. 2013; CRC 37,5-46 mm, SANTOS,
2015) e S. dolloi (34,9 mm, PUGLIESE et al. 2009). S. perereca apresenta tamanho
corporeo semelhante a S. granulatus (CRC 32,1-36,5 mm, Fonte, 2010; CRC 34-39
mm, KWET et al. 2010). O canto de anuncio de S. perereca (FD 1392,9-2557 Hz, DC
152-396 Hz, NP 14-29) pode ser distinguido de S. granulatus por apresentar faixa de
frequéncia dominante, duracdo do canto e numero de pulsos maiores (FD 1124,6-1571,7
Hz, DC 210-290 ms, NP 7-11; CONTE et al. 2010; FD 980-1480 Hz, DC 80-260 ms,
NP 5-10, KWET, 2001a,b), de S. hayii por apresentar faixa de frequéncia dominante
menor (FD 1200-4100 Hz, POMBAL Jr. et al. 1995b; FD 1200-2800 Hz, HEYER et al.
1990; FD 1149-2102 Hz, SANTOS, 2015) e por apresentar duracdo do canto e nimero
de pulsos maiores (DC 200-260 ms, NP 3-4, HEYER et al. 1990; DC 200 ms, NP 3-4;
POMBAL Jr. et al. 1995b; DC 163-210 ms, NP 13-19, SANTOS, 2015), e de S. dolloi
por apresentar faixa de frequéncia dominante e nimero de pulsos maiores e por ter
duracdo do canto menor (SANTOS et al. no prelo). A coloracdo corpérea de S. perereca
(castanho-escuro, castanho-claro, castanho-dourado, castanho-esverdeado, amarelado)
difere de S. granulatus por apresentar coloracdo acizentada (KWET, 2001b; KWET et
al. 2010), e difere de S. hayii pela auséncia de manchas de manchas e faixas no dorso do
corpo e dos membros, e nas laterais da cabeca (HEYER et al. 1990; SANTOS, 2015)
(Figura 17).

- Distribuicao geogréfica: (SP): Ribeirdo Branco, localidade-tipo, regido de planalto no
sul do Estado; (PR): Araucéria, Fazenda Rio Grande, Fernandes Pinheiro, General
Carneiro, Jaguariaiva, Morretes, Ponta Grossa, Rio Negro, Sdo José dos Pinhais, Tijucas
do Sul, Unido da Vitdria, areas litoraneas e de planalto na regido leste do Estado; (SC):
Aguas Mornas, Anita Garibaldi, Anitapolis, Brundpolis, Campo Belo do Sul, Campos
Novos, Canoinhas, Chapec6, Floriandpolis, Ibirama, Irani, Itapema, Jaragua do Sul,
Lauro Muller, Lebon Régis, Ponte Serrada, Porto Belo, Porto Unido, Praia Grande, Rio
das Furnas, Sdo Bento do Sul, Treviso, areas litoraneas e de planalto em diversas
regides do Estado; (RS): Bom Jesus, Cambara do Sul, Derrubadas, Itaiti, Planalto, Sdo
Francisco de Paula, Terra de Areia, areas de planalto na regido norte do Estado. Todas
as localidades geogréaficas estdo em areas sob o dominio de Mata Atlantica.
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10 mm

Figura 11. Morfologia de Scinax perereca (machos), Ribeirdo Branco, SP, localidade-
tipo. (a) vista dorsal da cabeca (CCLZU 3229); (b) vista lateral da cabeca; (c) vista
ventral da mao; (d) vista ventral do pé (CFBH 40134). Foto: Itamar Alves Martins

35 mm

Figura 12. Coloracdo in vivo de Scinax perereca (machos), Ribeirdo Branco, SP,
localidade-tipo: (1) dorso do corpo e dos membros, presenca de manchas; (2) mosaico
de manchas nas faces posteriores das coxas; (3) mosaico de manchas nas regides axilar
e inguinal. (a) CCLZU 3227; (b) CCLZU 3228. Foto: Itamar Alves Martins
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Figura 13. Canto de andncio de Scinax perereca localidade-tipo, Ribeirdo Branco, SP,
localidade-tipo: (A) CFBH 40133 (CRC 35,4 mm; NP 14); (B) CFBH 40135 (CRC 34,8
mm; NP 26). (1) oscilograma; (2) espectrograma. Data da coleta: 15/XI1/2015.
Temperatura do ar: 20.°C. (KHz): Kilohertz; (DB): Decibéis; (s): segundos.
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Figura 14. Variacdo morfoldgica de Scinax perereca: (1) vista dorsal; (2) vista ventral.
(@) Ribeirdo Branco, SP, localidade-tipo (CCLZU 3224); (b) Morretes, PR (CCLZU
3219); (c) Floriandpolis, SC (CFBH 40158); (d) Praia Grande, SC (CCLZU 3281); (e)
Cambaréa do Sul, RS (CFBH 40166). Fotos: Itamar Alves Martins

36 mm

Figura 15. Variacdo da coloracdo in vivo de Scinax perereca (machos): (1) dorso do
corpo e dos membros, presenca de manchas; (2) mosaico de manchas nas faces
posteriores das coxas; (3) mosaico de manchas nas regides axilar e inguinal. (a): Praia
Grande, SC (CFBH 40164); (b): Cambara do Sul (CFBH 40166). Foto: Luis Carlos
Rodrigues da Silva
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Figura 16. Variacao do canto de anuncio de Scinax perereca: (A) Morretes, PR, CFBH
40153 (CRC 33,2 mm; NP 19). Data da coleta: 26/X1/2015. Temperatura do ar: 23.°C.
(B) Floriandpolis, SC, CFBH 40158 (CRC 35,6 mm; NP 22). Data da coleta:
22/X1/2015. Temperatura do ar: 19.°C. (C) Praia Grande, SC, CFBH 40164 (CRC 36,7
mm; NP 27). Data da coleta: 03/11/2016. Temperatura do ar: 19.°C. (D) Cambara do Sul,
RS, CFBH 40135 (CRC 35,4 mm; NP 23). Data da coleta: 05/11/2016. Temperatura do
ar: 18.°C. (1) oscilograma; (2) espectrograma.
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5. DISCUSSAO

A taxonomia das populacbes de Scinax perereca foi avaliada por meio da
combinacdo de informagBes morfologicas, morfométricas, bioacusticas e moleculares, e
comparada com espécies relacionadas. As andlises de similaridade molecular indicam
que as populacdes de S. perereca ndao formam um grupo monofilético, com dois
subclados incluidos. Um desses subclados inclui todas as populagdes de S. perereca de
Ribeirdo Branco (localidade-tipo), sul de S&o Paulo, Brasil, e de regides litoraneas e de
planaltos no leste do Parana (clado perereca A) num agrupamento monofilético, e o
outro inclui as populacbes litoraneas e de planaltos de Santa Catarina, Brasil, e
populacdes do norte do Rio Grande do Sul, Brasil (clado perereca B). Por isso, a
estrutura populacional de S. perereca observada aqui neste estudo é parcialmente
incongruente com a taxonomia aceita atualmente. A topologia dos subclados
moleculares de Scinax perereca (Figura 5) também ¢é suportado pela morfologia,
morfometria e bioacustica (Figuras 6, 7, 8 € 9).

Na figura do cladograma molecular (Figura 5) observa-se que as populagdes do
litoral, do Alto Paranapanema, e do Vale do Ribeira, S&o Paulo, Brasil, referidas na
literatura (BERNARDE & KOKUBUM, 1999; POMBAL Jr. & GORDO, 2004;
BEVIER et al. 2008; FORTI, 2009; BRASSALOTI et al. 2010; MAGRINI &
GIARETTA, 2010; ALEGRETTI & FLYNN, 2012) como S. perereca mostram
claramente estarem fora do clado S. perereca, apresentando maior afinidade com o
clado S. hayii. Com isso, essas populacdes de S. perereca foram aqui consideradas

como Scinax cf. hayii.

5.1 Clado perereca A: populagdes de S. perereca de Sao Paulo (localidade-tipo) e do
Parana

As andlises de similaridades das sequencias génicas do COI de Scinax perereca
mostraram que o clado perereca A apresenta uma estrutura bem suportada por dois
subclados, um representado pelas populagdes de Ribeirdo Branco, Sao Paulo
(localidade-tipo), e o outro por populacGes de diversas localidades da regido leste do
Parana, areas de planalto (Araucéria, Fazenda Rio Grande, Fernandes Pinheiro, General
Carneiro, Pirai do Sul, Ponta Grossa, Rio Negro, Sdo José dos Pinhais, Tijucas do Sul e

Unido da Vitoria, PR), e litoranea (Morretes, PR).
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As informacbes morfologicas, morfométricas e bioacusticas da populacdo de
Scinax perereca de Ribeirdo Branco, SP (localidade-tipo) corroboram com a descrigéo
original da espécie, publicada por Pombal Jr. et al. (1995a). A morfometria e a
bioacustica da populacdo de S. perereca de Ribeirdo Branco, SP, revelaram maiores
amplitudes de variagéo entre os caracteres, quando comparada com a descri¢édo original
da espécie (POMBAL Jr. et al. 1995a), a qual pode estar associada ao maior tamanho
amostral utilizado neste trabalho. Pombal Jr. (2010) descreveu o canto de anuncio de S.
perereca da Serra de Paranapiacaba, na divisa dos municipios de Apiai e Ribeirdo
Branco, Sdo Paulo, o qual confere congruéncia com as informacgdes bioacusticas de
Ribeirdo Branco, Séo Paulo, geradas neste estudo.

Ainda na descri¢do original desta espécie, Pombal Jr. et al. (1995a) indicam que
0 canto de anuncio é multipulsionado com modulacdo, e apresenta uma aparente
estrutura harménica, a qual ndo foi observada neste estudo. Pombal Jr. et al. (1995b)
enfatizam que a estrutura multipulsionada em cantos de andncio é compartilhada entre
as espécies do género Scinax. Os harmonicos “aparentes”, citados por Pombal Jr. et al.
(1995a) na descricao original da espécie podem ser na verdade “sidebands”, falsos
harmonicos gerados por sons com estrutura multipulsionada (Heyer et. al. 1990).
Pombal Jr. et al. (1995b) apontam que diferencas entre os equipamentos de gravacgao ou
na configuragdo dos softwares, utilizados na analise bioacustica, também podem gerar
falsos harmonicos.

A ocorréncia de populacdes de S. perereca foi registrada pela primeira vez no
Parana poucos anos depois de sua descricdo (MACHADO et al. 1999). Desde entdo,
diversos trabalhos (BERNARDE & MACHADO, 2000; CONTE & MACHADO, 2005;
CONTE & ROSSA-FERES, 2006, 2007; TOREZAN, 2006; GAREY & HARTMANN,
2012; SANTOS & CONTE, 2014) registraram a ocorréncia de S. perereca em outras
localidades do leste do Estado, porém muitos carecem de informagdes taxondémicas da
espécie. Garey & Hartimann (2012) forneceram registros fotograficos de S. perereca, 0s
quais indicam congruéncia em relacdo a coloracdo e a presenca de manchas e faixas,
com o observado neste estudo nas populagdes do Parana.

FROST (2017) indica a ocorréncia de S. perereca na regido do sudoeste do
Estado do Parana. Toniazzo et al. (Ano) ao revisarem a ocorréncia da anuraofauna do
sudoeste do Parana, por meio de consulta a literatura e atividades de campo, apontam
que S. perereca ndo foi encontrada nos locais indicados durante as visitas. Além disso,

também ndo tivemos sucesso de encontrar S. perereca em Francisco Beltrdo, PR, regido
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sudoeste do Parand, durante as atividades de campo deste estudo. Talvez na literatura
pesquisada por Toniazzo et al. (2012) pode ter havido equivocos na identificacdo
taxondmica da espécie S. perereca.

5.2 Clado perereca B: populacGes de S. perereca de Santa Catarina e do Rio
Grande do Sul

As analises de similaridades das sequencias génicas do COI de Scinax perereca
mostraram que o clado perereca B uma mesma estrutura bem suportada por dois
subclados, ambos representados por populacdes de diversas localidades do Estado de
Santa Catarina, um agrupa as populacdes de &reas litoraneas (Florianopolis, Lauro
Muller, Praia Grande e Treviso, SC) e o outro inclui as populacfes de areas de planalto
no interior do Estado (Campos Novos e Sdo Bento do Sul, SC).

As andlises morfoldgicas, morfométricas e bioacusticas obtidas neste estudo
corroboram com as informagfes descritas na literatura para as populacGes de S.
perereca dos Estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul (KWET, 2001b;
LINGNAU, 2009; FONTE, 2010; KWET et al. 2010; LEMA & MARTINS, 2011).

Em um estudo comparativo com espécies de Scinax, Fonte (2010), dentre as
espécies estudadas, descreve a morfologia, morfometria e a bioacustica de espécimes de
Scinax perereca coletados em diversas localidades dos Estados de Santa Catarina e do
Rio Grande do Sul. As descri¢des morfoldgicas (forma, coloracdo, manchas e faixas) e
as morfométricas (tamanhos corpdreos) apresentada por este autor corroboram com as
descricdes feitas no presente estudo das populacOes destes dois Estados. Lucas &
Marocco (2011) indicam a ocorréncia de S. perereca no Parque Nacional das Araucérias
(Ponte Serrada e Passos Maia, SC) no Estado de Santa Catarina sem comentarios
taxonémicos sobre a espécie. No entanto, fornecem fotografias que conferem o mesmo
padrdo de coloragdo, manchas e faixas observadas aqui neste estudo nas populacfes
deste Estado.

Kwet et al. (2010) forneceram fotografias e breves comentarios sobre as
populacOes de S. perereca das Serras Gauchas, S&o Francisco de Paula, RS, e indicaram
uma amplitude de variacdo dos tamanhos corpdéreos um pouco maior (CRC 36-41 mm)
em comparacéo a este estudo (CRC 31,9-39,1 mm). Uma breve descricdo morfologica
apresentada por Lima & Martins (2011) para populagdes do norte do Rio Grande do Sul
(Cambara do Sul, Candiota, Derrubadas, Sdo Francisco de Paula e Terra de Areia, RS)

confere com as informacGes deste estudo e a apresentada por Kwet et al. (2010). A
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variacdo da coloragdo corporea (castanho-claro, castanho-escuro e castanho-dourado)
indicada por esses pesquisadores também foi observada aqui entre as populacbes dos
Estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul.

Poucos trabalhos comentaram ou descreveram o0 canto de anuncio das
populacdes de S. perereca dos Estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul
(KWET, 2001b; LINGNAU, 2009; FONTE, 2010). Kwet (2001b) descreveu o canto de
anuncio de S. perereca em populaces do Rio Grande do Sul. Lingnau (2009)
apresentou a descricdo do canto de anuncio de S. perereca da populacdo de Lebon
Régis, regido sul de Santa Catarina. Fonte (2010) descreveu o canto de anuncio desta
espécie de populacdes do sul de Santa Catarina (Lebon Régis e Floriandpolis, SC) e do
nordeste do Rio Grande do Sul (S&o Francisco de Paula e Terra de Areia, RS). A
variacdo do canto de anuncio de S. perereca apresentada por estes trabalhos conferem
claramente com as descri¢cdes bioacusticas, das populacbes de Santa Catarina e do Rio
Grande do Sul, realizadas aqui este estudo. Apesar de Kwet (2001b) e Lingnau (2009)
comentarem sobre as dificuldades taxondmicas em distinguir S. granulatus de S.
perereca, as informacdes bioacusticas (Frequéncia Dominante, Duracdo do Canto e
Numero de Pulsos) sdo fundamentais e suficientes para separar estas especies.

Existem muitos trabalhos indicando a ocorréncia de S. perereca em ambos 0s
Estados, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (GARCIA & VINCIPROVA, 1998;
BERNARDE & ANJOS, 1999; LEMA & MARTINS, 2011; LUCAS & MOROCCO,
2011, SAITO, 2013), no entanto, poucos fazem referéncia sobre quais foram os critérios

taxondmicos utilizados para identificacdo da espécie.

5.3 Clado hayii: populacdes de S. perereca de Sdo Paulo (litoral norte, Alto do
Paranapanema e Vale do Ribeira)

As anélises de similaridades das sequencias génicas do COIl mostraram que o
clado hayii tem estrutura bem suportada por dois subclados, um incluindo as populagdes
de S. hayii da Serra dos Orgdos, Petrpolis (localidade-tipo) e Teresopolis, Rio de
Janeiro, e populagbes de S. cf. hayii do litoral norte de S&o Paulo (llhabela, SP),
enquanto o outro agrupa as populacdes de S. cf. hayii de diversas localidades do Alto do
Paranapanema (Apiai, Guapiara, Iporanga, Piedade, Pilar do Sul, Ribeirdo Grande e
Tapirai, SP) e populagdes de S. perereca do Vale do Ribeira (Barra do Turvo, Iguape,
Peruibe, SP). Os resultados destas analises ndo correspondem com a distribuicéo atual
aceita de S. perereca (BERNARDE & KOKUBUM, 1999; POMBAL Jr. & GORDO,
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2004; BEVIER et al. 2008; FORTI, 2009; BRASSALOTI et al. 2010; MAGRINI &
GIARETTA, 2010; ALEGRETTI & FLYNN, 2012; FROST, 2017), no Estado de S&o
Paulo. Apesar de Pombal Jr. & Gordo (2004) indicarem a ocorréncia e fotografia de S.
perereca na Estacdo Ecologica Juréia-Itatins, Peruibe, SP, ndo fizeram comentarios
sobre informacgbes taxondmicas da espécie. Os espécimes analisados neste estudo da
regido litoranea do Vale do Ribeira (Barra do Turvo, lguape e Peruibe, SP) por meio da
morfologia, da morfometria, da bioacustica e das sequencias do COI revelaram que ndo
se trata de S. perereca, mas sim um espécie mais aparentada de S. hayii. A ocorréncia de
S. perereca no Estado de S&o Paulo deve ser reconhecida, até 0 momento, apenas para a
localidade-tipo, Ribeirdo Branco, Séo Paulo.

Scinax hayii tem ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo do Espirito Santo a
Santa Catarina, ao longo das Serras do Mar e da Mantiqueira (COCHRAN, 1955;
LUTZ, 1973; HEYER, 1990; HADDAD & SAZIMA, 1992; RIBEIRO et al. 2005;
FROST, 2017). Muitos trabalhos apontam a grande variagé@o existente na morfologia e
na morfometria entre as populacfes desta espécie COCHRAN, 1955; LUTZ, 1973;
HEYER, 1990, POMBAL et al. 1995a). E os autores Haddad & Sazima, (1992) e
Pombal Jr. et al. (1995a,b) sugeriram que S. hayii pode representar um complexo de
espécies. Suas semelhancas morfoldgicas com S. perereca (POMBAL Jr. et al. 1995b;
FAIVOVICH et al. 2005; CARAMASCHI et al. 2013) podem ter contribuido com
equivocos na literatura para identificacdo taxonémica destas espécies. Condez et al.
2009 se referem as populac@es de S. perereca do Parque Estadual de Jurupara, Tapirai e
Piedade, Sao Paulo, com tamanhos corpéreos muito maiores (CRC 40-57 mm) que 0s
descritos em Ribeirdo Branco, S& Paulo (localidade-tipo), como mostrado neste
trabalho (CRC 31,9-39,1 mm) e pelos autores Pombal et al. (1995a) (CRC 34-38,5
mm). Pode ser que esses autores identificara espécimes de S. cf. hayii como S. perereca
devido a variagdo do tamanho corporal similar a S. hayii (LUTZ, 1973; HEYER et al.
1990; SANTOS, 2015), a qual é conhecida nestas regides (ARAUJO et al. 2013).

Na revisdo taxonémica de populacdes de S. hayii, os resultados de Santos (2015)
mostraram claramente que esta espécie pode ser diferenciada de S. perereca por meio da
morfologia, morfometria, e principalmente, pela bioacustica.

Magrini & Giaretta (2010) descreveram o0 canto de anuncio de S. perereca
registrados em Ubatuba, SP, cujas descri¢des da faixa de frequéncia (950-7050 Hz) e da
frequéncia dominante (FD 1.430-3.990 Hz) mostra grande diferenca em comparagao
com as obtidas neste estudo e por outros autores (POMBAL Jr. et al. 1995a; POMBAL
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Jr., 2010). Talvez as analises de Magrini & Giaretta (2010) possam ter considerado
sidebands, o que gerou a tal interpretacdo. Por outro lado, pode ter ocorrido um
equivoco entre os autores na identificacdo taxondmica da espécie, por apresentar
semelhanca com as faixas de frequéncias de S. hayii (HEYER et al. 1990; SANTOS,
2015).

A duracdo do canto e o numero de pulsos de S. perereca apresentada por
Magrini & Giaretta (DC 165-250 ms; NP 13-20) também sdo bem diferentes deste
estudo (DC 152-396 ms; NP 14-29) e outros, como Pombal Jr. et al. (1995a) (DC 280-
350 ms) e Pombal Jr. (2010) (DC 280-370 ms; NP 19-26). Magrini & Giaretta (2010)
citam que as analises de Bevier et al. (2008), em populacdes S. perereca do Parque
Estadual Intervales, Ribeirdo Grande, Sao Paulo, indicam grande similaridade com suas
analises quanto a duracdo do canto. Magrini & Giaretta (2010) também fornecem a
fotografia de um individuo de S. perereca, a qual revela bastante semelhancas com o
padrdo de coloracdo das populacGes de S. hayii de Ubatuba, S&o Paulo, descritas por
Santos (2015). Esse autor aponta que as populagdes de S. hayii estudadas de Ubatuba,
SP, apresenta diferencas significativas em relacdo a populacdo da localidade-tipo,
Petropolis, Rio de Janeiro. Recomenda-se que mais popula¢des de S. hayii do litoral do
Estado de S&o Paulo sejam estudadas para contribuir com a resolucdo desses conflitos
de identidade taxon6mica entre estas espécies.
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6. COMENTARIOS TAXONOMICOS

Alguns trabalhos (POMBAL Jr. et al. 1995b; FAIVOVICH et al. 2005;
CARAMASCHI et al. 2013) j& ressaltaram as semelhancas morfoldgicas
compartilhadas entre as espécies S. dolloi e S. perereca. Cruz et al. 2009 forneceram
fotografias e uma breve descrigdo sobre Scinax aff. perereca no Parque Estadual do
Ibitipoca, Lima Duarte, Minas Gerais, Brasil. Outras populacdes de S. aff. perereca ja
foram registradas na regido (Canelas & Bertoluci, 2007; Galdino et al. 2008; Bertoluci
et al. 2009; Cruz et al. 2009; Pezutti et al. 2011; Moura et al. 2012; Pirani et al. 2013;
Pimenta et al. 2014). Pimenta et al. (2014) descreveram brevemente a morfologia de
espéecimes de S. aff. perereca na Serra do Espinhaco, Alvorada de Minas, Minas Gerais,
0s quais apresentam tamanhos corporeos (CRC 32-35 mm) menores que S. perereca
(POMBAL Jr. et al. 1995a; presente estudo).

Scinax dolloi foi considerada doubtful species por Lutz (1973) devido a
inexisténcia de espécimes para a identificacdo. Duellman (2001) aponta que ndo ha
nenhuma populacdo natural representada por espécimes coletados em campo. Por isso,
as informacbes bioldgicas sobre Scinax dolloi sdo bastantes escassas, limitando sua
identificacdo e a validagdo do seu status taxonémico.

Os resultados das analises de similaridades moleculares obtidos neste estudo e
da descricdo do canto de anuncio de S. dolloi da Serra da Mantiqueira, Alto do Maringa,
RJ (localidade-tipo) (SANTOS et al. no prelo) mostram claramente que S. perereca
pode ser distinguida desta espécie. Talvez as populacGes identificadas nos trabalhos a
seguir (Canelas & Bertoluci, 2007; Galdino et al. 2008; Bertoluci et al. 2009; Cruz et al.
2009; Pezutti et al. 2011; Moura et al. 2012; Pirani et al. 2013; Pimenta et al. 2014),
tenham se referido como S. aff. perereca os espécimes de localidades do Estado de
Minas Gerais, 0s quais podem representar a extensdo geografica de populacfes de S.
dolloi.

As informacGes geradas nesta pesquisa, até 0 momento, revelaram caracteres
taxonbmicos importantes na diagnose da espécie S. perereca: comprimento-rostro-
cloacal (CRC), frequéncia dominante (FD), duracdo do canto (DC), numero de pulsos
(NP), coloracdo corporea (CCD) e das manchas ocultas entre o corpo e 0s membros
(MAX, MFM, MIG, MTB), presenca de manchas (MCF, MTR, MLB) e faixas (FRU,
FUM, FFM, FTB, FPM, FPT) no dorso do corpo e dos membros, e presenca de faixas

longitudinais nas laterais da cabeca (FRT).
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7. CONCLUSOES

- As populacdes de Scinax perereca da localidade-tipo, Ribeirdo Branco, Sdo Paulo,
apresentam tamanho corpdreo médio em comparacgdo as outras populagdes. O canto de
andncio tém frequéncias minima, maxima e dominante mais baixas em relacéo as outras

populagdes.

- Estruturas morfologicas contribuem pouco para diferenciar as populacdes desta
espécie. As coloragdes do corpo e das manchas ocultas entre o corpo e 0s membros
mostram ser informacgdes taxondmicas importantes para diferencias as populagdes.
Existem grandes variacGes de morfometria, bioacustica e nas sequencias moleculares do
COl.

- As populagOes de S. perereca classificadas neste estudo como S. cf. hayii precisam

serem melhor investigadas.

- A distribuicdo das populacGes desta espécie no Estado de S&o Paulo esta restrita, até o
momento, a localidade-tipo, Ribeirdo Branco, SP.
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APENDICE 1
Espécimes analisados de Scinax perereca

BRASIL: SAO PAULO: Apiai e Iporanga (CFBH 25623, 25694, 26720, 26753, 26828,
26829); Barra do Turvo (CFBH 6346); Guapiara (CFBH 13452-53); Iguape (CFBH
19151-53; ZUEC 9756, 9810, 9819, 17367); llhabela (CCLZU 3230-35, 3246-48;
CFBH 12319, 15238-58, 40136-42); Peruibe (CCLZU 3237-45; CFBH 40143-48);
Piedade (CFBH 23295); Pilar do Sul (CFBH 8350, 8928-29); Ribeirdo Branco (CCLZU
3227-29; CFBH 1827-29, 2141, 6837, 8054, 40133-35 topotipos; ZUEC 9179, 9183-87
série-tipo); Tapirai (CFBH 16551). PARANA: Araucaria (CHUFSC 2459); Fazenda
Rio Grande (DZSJRP 8846, 8848, 13309-10, 13517); General Carneiro (DZSJRP
13038, 13090, 13181); Morretes (CCLZU 3219-26; CFBH 40149-53); Pirai do Sul
(DZSJRP 14059); Ponta Grossa (DZSJRP 14029, 14043-44, 14074); Rio Negro
(DZSJRP 13449); Séo José dos Pinhais (DZSJRP 6305, 6321, 13435); Tijucas do Sul
(DZSJRP 8670-73); Unido da Vitoria (MCP 8512-13). SANTA CATARINA: Aguas
Mornas (MCP 8168-69); Anita Garibaldi (CHUFSC 1380); Anitapolis (CHUFSC 248-
50, 1644, 1646); Brundpolis (CHUFSC 1400); Campo Belo do Sul (UFRGS 4112-14);
Canoinhas (MCP 8504, 8509); Chapec6 (CHUFSC 1651); Floriandpolis (CCLZU 3206-
18; CFBH 40154-59; CHUFSC 2426-27; MCP 6370, 7677, 7710-11, 8236). Ibirama
(UFRGS 4362); Irani (CHUFSC 1444); Itapema (UFRGS 1503); Jaraguéa do Sul (MCP
1481); Lebon Régis (9605-06, 9608, 9612-14, 9616, 9623-24, 9626-27, 9630); Ponte
Serrada (DZSJRP 13015, 13223-24, 13535-36); Porto Belo (CHUFSC 2832-35, 2864);
Porto Unido (MCP 8510); Praia Grande (CCLZU 3281-84; CFBH 40160-64; CHUFSC
2281); Rio das Furnas (CHUFSC 1198); Sao Bento do Sul (UFRGS 3480); Tangara
(CHUFSC 1360); Vargem Bonita (DZSJRP 13023, 13153, 13307, 13394, 13486,
13489, 13504). RIO GRANDE DO SUL: Bom Jesus (UFRGS 3315); Cambaréa do Sul
(CFBH 40166-67; MCP 3326; UFRGS 1844); Derrubadas (MCP 2515, 2525, 3460;
UFRGS 2175); ltaiti (UFRGS 2321, 2332, 2390); Planalto (UFRGS 1455); Sao
Francisco de Paula (MCP 2423-24, 2426-31, 3184-85, 3451-52, 3459, 3462, 3474,
3476; UFRGS 2033); Terra de Areia (MCP 3323, 4047; UFRGS 1719, 1752, 1993).
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APENDICE 2
Cantos de anuncio analisados de Scinax perereca

ID Canto \Voucher Pais UF Municipio Data Temp. Ar
PHS04MO CCLZU3219 Brasil PR Morretes 25/11/2015 23°C
PHSO5MO CCLZU3220 Brasil PR Morretes 25/11/2015 23°C
PHSO6MO CCLZU3221 Brasil PR Morretes 25/11/2015 23°C
PHS13MO CCLZU3224 Brasil PR Morretes 26/11/2015 23°C
PHS01IMO CFBH40149 Brasil PR Morretes 25/11/2015 23°C
PHS02MO CFBH40150 Brasil PR Morretes 25/11/2015 23°C
PHSO3MO CFBH40151 Brasil PR Morretes 25/11/2015 23°C
PHS10MO CFBH40152 Brasil PR Morretes 26/11/2015 23°C
PHS11MO CFBH40153 Brasil PR Morretes 26/11/2015 23°C
PHS01CS CFBH40166 Brasil RS Cambara do Sul 04/02/2016 17,5°C
PHS02CS CFBH40167 Brasil RS Cambara do Sul 05/02/2016 18°C
PHSO7FP CCLZU3208 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHSO8FP CCLZU3209 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHSO9FP CCLZU3210 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHSO1FP CFBH40154 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHS02FP CFBH40155 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHSO3FP CFBH40156 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHS04FP CFBH40157 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHSO5FP CFBH40158 Brasil SC  Florianopolis  22/11/2015 19°C
PHSO01PG CFBH40160 Brasil SC  Praia Grande 02/02/2016 20°C
PHSO3PG CFBH40161 Brasil SC  Praia Grande 02/02/2016 20°C
PHS04PG CFBH40162 Brasil SC  Praia Grande  03/02/2016 19°C
PHSO5PG CFBH40163 Brasil SC  Praia Grande  03/02/2016 19°C
PHS06PG CFBH40164 Brasil SC  Praia Grande  03/02/2016 19°C
PHSO01IB CFBH40136 Brasil SP Ilhabela 13/01/2016 21°C
PHS02IB CFBH40137 Brasil SP Ilhabela 13/01/2016 21°C
PHSO03IB CFBH40138 Brasil SP Ilhabela 13/01/2016 21°C
PHSO5IB CFBH40139 Brasil SP Ilhabela 13/01/2016 21°C
PHS041B CFBH40140 Brasil SP Ilhabela 13/01/2016 21°C
PHS06I1B CFBH40141 Brasil SP Ilhabela 13/01/2016 21°C
PHSO7IB CFBH40142 Brasil SP Ilhabela 13/01/2016 21°C
PHSO7PB CCLZU3236 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHS08PB CCLZU3237 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHS09PB CCLZU3238 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHS10PB CCLZU3239 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHS01PB CFBH40143 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHS02PB CFBH40144 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHSO3PB CFBH40145 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHS04PB CFBH40146 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHSO5PB CFBH40147 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHS06PB CFBH40149 Brasil SP Peruibe 11/01/2016 21°C
PHSO3RB CCLZU3227 Brasil SP Ribeirdo 15/12/2015 20°C
PHSO6RB CCLZU3228 Brasil SP Ribeirdo 15/12/2015 20°C
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APENDICE 2. Continuagao

ID \VVoucher Pais UF Municipio Data Temp. do
PHS04RB CCLZU3229 Brasil SP Ribeirdo 15/12/2015 20°C
PHSO5RB CFBH40133 Brasil SP Ribeirdo 15/12/2015 20°C
PHS02RB CFBH40134 Brasil SP Ribeirdo 15/12/2015 20°C
PHSO01RB CFBH40135 Brasil SP Ribeirdo 15/12/2015 20°C
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