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RESUMO

As espécies de Phyllomedusa do grupo burmeisteri sdo caracteristicas da Mata
Atlantica brasileira e ocorrem em toda sua extensdo. Estas espécies foram definidas
morfologicamente e dados genéticos recentes confirmam sua monofilia. Uma ampla
variabilidade genética e fenotipica intra e interespecifica é descrita para o grupo burmeisteri,
no entanto, os processos responsaveis por tamanha diversificagdo sdo ainda pouco
conhecidos. Este trabalho investiga a variagcdo geografica interespecifica e populacional de
caracteres morfoldgicos nas cinco espécies do grupo burmeisteri através de analises
morfométricas tradicionais e geométricas, a fim de averiguar a hipdtese de que os padrdes de
variagdo fenotipica s@o concordantes com os padrdes de variagdo genética descritos para o
grupo e fazer inferéncias sobre a historia evolutiva dessas espécies. Os resultados revelaram
padrdes distintos de variagdo fenotipica. A morfometria tradicional indicou um padrio
geografico de varia¢do de tamanho do corpo com subdivisdo do grupo burmeisteri em dois
grupos morfologicos compostos por P. bahiana e P. burmeisteri, a nordeste da distribuiggo, e
P. distincta, P. tetraploidea e P. iheringii, a sudeste. A morfometria geométrica indicou um
padrdo geografico leste-oeste de variagdo de forma do cranio, com P. distincta a leste da
distribuigdo e P. tetraploidea a oeste. A variagdo da forma do cranio entre P. distincta e P.
tetraploidea pode estar associada a uma possivel origem autopoliploide de P. tetraploidea a
partir de P. distincta, visto que espécies polipldides tendem a ser maiores, o que pode guiar a
diferenciagdo também da forma. Essa variagdo pode ainda estar relacionada a adaptacdo local
por ocupacdo de diferentes nichos ecoldgicos, ja que a poliploidia pode levar a adaptagdo
diferencial a ambientes mais extremos. A diversificacdo geografica do tamanho do corpo nas
espécies do grupo burmeisteri concorda com os padrdes geograficos de variagdo genética
global recentemente descritos para o grupo, o que sugere um isolamento histérico dos grupos

nordeste e sudeste anterior a diversifica¢do das cinco espécies.

Palavras-chave: Phyllomedusa burmeisteri, varia¢do fenotipica, morfometria



INTRODUCAO

O estudo de padroes geograficos de variagdo genética e fenotipica ¢ uma das
abordagens na investigacdo da diversificagdo de espécies e/ou populagdes. Por fornecer
informacdes importantes a respeito de adaptagdes a habitats diversos, separagdo histérica e
1solamento ecoldgico, a deteccdo de padrdes geograficos ¢ fundamental para entender
processos evolutivos em populacdes naturais (ALEXANDRINO et al., 2005; ARNTZEN et
al., 2007; BENITEZ-DIAZ, 1993; MARCELINO et al., 2009; PUORTO et al., 2001) e,
portanto, para auxiliar em decisdes taxonOmicas e sistematicas. Por sua vez, estudos
sistematicos e taxonomicos sdo imprescindiveis como base para tragar politicas adequadas de
conservacdo (NARVAES, 2003).

Recentemente, muitos estudos filogeograficos, biogeograficos, genéticos e
morfoldgicos tem sido realizados para diversos grupos de animais da Mata Atlantica brasileira

(ALEXANDRINO et al., 2010, submetido; BALDISSERA et al., 2004; BRUNES, 2009; BRUNES et al., 2010;
CARNAVAL & MORITZ, 2008; CLEMENTE-CARVALHO et al., 2008; COSTA et al., 2000; GRAZZIOTIN
et al., 2006; MARCELINO et al., 2009; THOME et al., 2010). Este bioma suporta um dos mais altos

graus de riqueza de espécies e endemismos do planeta (RIBEIRO et al., 2009; TABARELLI
et al., 2005), no entanto, a origem desta diversidade ndo ¢ bem compreendida. Grande parte
dos estudos explorando a distribui¢do de grupos animais indicam que a diversificag@o inter e
intrapopulacional de muitas espécies apresenta padrdes geograficos semelhantes, o que tem
levado a proposi¢ao de hipdteses variadas, € muitas vezes conflitantes, para explicar a origem
de tamanha diversidade genética e fenotipica (ALEXANDRINO et al., 2010, submetido;
BRUNES, 2009; CARNAVAL & MORITZ, 2008; CLEMENTE-CARVALHO et al., 2008;
COSTA et al., 2000; GRAZZIOTIN et al., 2006; THOME et al., 2010).

O estudo da morfologia através da morfometria ¢ uma ferramenta bastante utilizada na
busca por padrdes geograficos de diversificacdo fenotipica em anfibios (ALEXANDRINO et
al., 2005; ARIF et al., 2007; CLEMENTE-CARVALHO et al., 2008; MARCELINO et al.,
2009; NARVAES, 2003; VIEIRA et al., 2008). Enquanto a morfometria tradicional encontra
padrdes de variacdo influenciados, em maior ou menor escala, pelas maiores medidas
relativas presentes no corpo dos animais, a morfometria geométrica permite a averiguagdo da

forma pura, sem a influéncia desses tamanhos corporais (REIS & MONTEIRO, 1999).



Estudos morfoldgicos sdo imprescindiveis em discussdes taxonOmicas e na definicdo de

espécies e grupos de espécies.

Figura 1: As cinco espécies que compdem o grupo burmeisteri. A) Phyllomedusa
burmeisteri; B) Phyllomedusa bahiana; C) Phyllomedusa distincta; D) Phyllomedusa
tetraploidea; E) Phyllomedusa iheringii. (Fotos cedidas por Célio Haddad).
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O grupo de Phyllomedusa burmeisteri ¢ representado por cinco espécies, todas elas
definidas morfologicamente (Figura 1). A semelhanga de outros grupos de Phyllomedusa, este
grupo possui grande variabilidade morfologica intra e interespecifica, tendo sido alvo de
confusdes taxonomicas historicas (POMBAL & HADDAD, 1992; BRUNES, 2009). Estudos
genéticos recentes confirmam a monofilia das espécies do grupo de Phyllomedusa
burmeisteri (BRUNES et al., 2010; FAIVOVICH et al., 2010), sugerindo porém a divisdo das
cinco espécies morfologicas em dois grandes grupos geograficos (BRUNES et al., 2010). A
distingdo morfoldgica ¢ feita através da coloracdo, do padrdo de manchas das partes ocultas
das coxas e através do canto, o qual, entretanto, ndo € distinguivel para todas as espécies,
possuindo maiores semelhangas entre P. bahiana e P. burmeisteri e entre P. distincta, P.
tetraploidea e P. iheringii (POMBAL & HADDAD, 1992; SILVA-FILHO & JUNCA, 2006).

As espécies do grupo de Phyllomedusa burmeisteri sdo caracteristicas da Mata
Atlantica brasileira, sendo que trés delas sdo endémicas deste bioma — Phyllomedusa bahiana,
P. burmeisteri e P. distincta — enquanto que P. tetraploidea habita também ambientes de
cerrado ¢ a Mata Atlantica da Argentina ¢ Paraguai, ¢ P. iheringii, os Pampas gauchos e
uruguaios (FROST, 2010). Na Mata Atlantica brasileira, estas espécies distribuem-se num
continuum geografico, as duas primeiras ocupando, respectivamente, a regido nordeste e
sudeste; as duas seguintes ocupando porgdes distintas (litordnea e continental,
respectivamente) dos estados de Sdo Paulo, Parané e Santa Catarina; e a ultima ocorrendo em
areas mais meridionais ja fora do bioma da Mata Atlantica (Pampas), apenas no estado do Rio
Grande do Sul (FROST, 2010; HADDAD et al.,, 2008; BRUNES, 2009) (Figura 2).
Phyllomedusa burmeisteri, P. distincta, P. bahiana e P. iheringii sdo diploides, enquanto que
P. tetraploidea ¢ tetrapldide. Zonas de simpatria entre P. bahiana e P. burmeisteri nos estados
de Minas Gerais e Espirito Santo e entre P. distincta e P. tetraploidea, com formagio de
hibridos tripldides, no estado de Sdo Paulo, s@o descritas para este grupo de espécies
(HADDAD et al., 1994; POMBAL & HADDAD, 1992).

Considerando as confusdes taxondmicas historicas descritas para o grupo de
Phyllomedusa burmeisteri, as relacdes monofiléticas recentemente demonstradas para o
mesmo, a grande semelhanga fenotipica ja conhecida para as espécies que o compdem, € 0s
grupos geograficos descritos para tal, faz-se necessaria uma investigagdo mais aprofundada
dos padrdes geograficos de variagdo fenotipica possivelmente existentes no grupo. Assim,
este trabalho tem por objetivos: 1) investigar a variagdo morfoldgica, através da andlise de

padrdes de diversificagdo morfométrica, dentro do grupo de Phyllomedusa burmeisteri; ii)
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examinar a concordancia dos padrdes de variagdo genética descritos para o grupo com a
possivel diversificacdo fenotipica encontrada; 1iii) averiguar as relagdes entre essa
diversificacdo fenotipica e a distribui¢do geografica das populacdes e/ou espécies desse

grupo; iv) fazer inferéncias, a partir da combinacdo dos dados genéticos e fenotipicos, da

historia evolutiva dessas espécies.

B P. bahiana

Zona de simpatria entre P.
burmeisteri e P. bahiana

B 5 burmeisteri
Il P. tetraploidea

! Zona de simpatria entre P.
tetraploidea e P. distincta

B ~. distincta

[ p. ineringii

Figura 2: Distribui¢ido do grupo de Phyllomedusa burmeisteri no bioma Mata Atlantica
[extraido de Brunes, (2009)].
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OBJETIVOS

As perguntas centrais a serem respondidas no presente estudo sdo: 1) Existem padrdes
morfométricos geograficos de variagdo fenotipica nas espécies do grupo de Phyllomedusa
burmeisteri? 2a.) A variagdo fenotipica, caso existente, ¢ concordante com a varia¢do genética
descrita para o grupo? 2b.) Essa variacdo da-se ao nivel interespecifico e/ou populacional? (ou
seja, essa variacdo relaciona-se com as distdncias entre populagdes, com as espécies
morfologicas ja definidas, ou com ambas?). As hipdteses propostas sdo as seguintes: 1) A
variagdo fenotipica existe e concorda com os padrdes geograficos de variagdo genética
recentemente descritos para o grupo de Phyllomedusa burmeisteri; 2a) Essa variagdo ocorre
ao nivel populacional, sendo que as distdncias geograficas entre populagdes norteiam a
diversificacdo; 2b) Essa varia¢do ocorre ao nivel interespecifico, sendo o fator “espécie” o
responsavel pela diversificacdo; 3) A variacdo fenotipica existe, porém ¢ continua (clinal) e
ndo reflete os padrdes genéticos descritos para o grupo de Phyllomedusa burmeisteri, sendo
resultado de isolamento pela distdncia; 4) Nao existem padrdes geograficos de variagdo

fenotipica (morfoldgicas-morfométricas) nas espécies do grupo de Phyllomedusa burmeisteri.
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MATERIAL E METODOS

O estudo da variag@o fenotipica foi realizado através de andlises morfométricas que
empregaram duas metodologias distintas, a tradicional e a geométrica. A morfometria
tradicional baseou-se na medi¢do de partes externas do corpo dos animais. J& a geométrica
baseou-se na analise da forma do cranio dos individuos, através da obtencdo de radiografias

digitais. O detalhamento das metodologias encontra-se a seguir.

Morfometria tradicional

Amostragem

Individuos machos adultos foram obtidos das cole¢des zooldgicas de anuros do
Laboratério de Herpetologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(CFBH), campus de Rio Claro, SP e do Museu Nacional, Rio de Janeiro, RJ, bem como de
coletas de campo adicionais. Foram examinados 185 individuos classificados dentro das cinco
espécies do grupo burmeisteri e distribuidos em 46 localidades diferentes, abrangendo toda a
distribui¢do do grupo burmeisteri (Figura 4 ¢ Tabela 1). As coletas foram realizadas durante a
estacdo reprodutiva, entre novembro de 2008 e janeiro de 2009. Os animais coletados foram
sacrificados utilizando-se anestésico (xilocaina), fixados em solucdo de formal a 10% e

preservados em solug@o de etanol a 70%. Todos os exemplares foram depositados no acervo

de anuros CFBH.

Coleta de dados e Anélises

Dezessete medidas morfométricas foram tomadas da regido corporal externa de cada
macho adulto, utilizando-se um paquimetro digital da marca Mitutoyo, com precisdo de
0,01lmm (Figura 5). As medidas laterais foram feitas do lado esquerdo dos animais e aquelas

consideradas imprecisas foram excluidas do banco de dados.
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Figura 4: Distribuicdo geografica nas 46 localidades amostradas na andlise morfométrica
tradicional das espécies do grupo de Phyllomedusa burmeisteri. As localidades encontram-se
enumeradas de 1 a 46 de acordo com um eixo Nordeste-Sul. Os numeros em negrito indicam
as localidades com N amostral > 5. Para maiores detalhes sobre as localidades, ver Tabela 1.

Foram realizadas andlises interespecificas e intraespecificas (populacionais). Nas
analises interespecificas foram examinados 185 individuos classificados dentro das cinco
espécies do grupo de Phyllomedusa burmeisteri e distribuidos em 46 localidades diferentes
(Figura 4). O objetivo dessas analises foi verificar a variagdo morfoldgica de forma
independente das populagdes, ou seja, relacionada mais propriamente as espécies. Nas
analises populacionais, por outro lado, o objetivo era identificar as relagdes entre a variagdo
morfologica e as distdncias entre populagdes, independentemente das espécies. Para tal,
apenas as populagdes cujo tamanho amostral possuia N>5 individuos foram consideradas,
resultando num total de 155 individuos analisados, distribuidos em 23 localidades (Figura 4).
Os dados morfométricos foram logaritmizados para reduzir desvios de normalidade e efeitos

de distor¢@o causados por relagdes alométricas.
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Analises de Componentes Principais (PCA) foram usadas para realizar comparagdes
interespecificas e populacionais com base no conjunto das varidveis morfométricas medidas.
Andlises Discriminantes (DA) foram wusadas para discriminar os possiveis padrdes
encontrados. Primeiramente, efetuou-se uma PCA com dados logaritmizados (daqui em diante
designada por *PCA) e, apds a constatacdo de uma elevada influéncia do tamanho do corpo
em todas as outras variaveis morfométricas (o primeiro eixo explicou 80,79% da varidncia),
utilizou-se em novas andlises os residuos da regressdo linear entre os logaritmos do
comprimento Rostro-Cloacal e os logaritmos de cada varidvel morfométrica, a fim de avaliar
a variagdo mais associada a forma do corpo, independentemente das diferengas de
comprimento Rostro-Cloacal. Foi entdo realizada uma PCA com a matriz de dados resultante
(daqui em diante designada por #PCA). A avaliagdo de eventuais padrdes geograficos de
variagdo morfométrica foi realizada através da representacdo grafica dos fatores individuais
de pontuacgdo, bem como de suas médias populacionais (centroides), gerados pelas PCAs, em
cada um dos eixos principais resultantes das PCAs. Essas mesmas matrizes foram utilizadas
para realizar analises discriminantes (DA) dos possiveis grupos fenotipicos sugeridos pelas
PCAs. Estes grupos, bem como os cinco grupos relacionados as espécies (ambos
denominados grupos reais — GR) foram entdo comparados com grupos ficticios (GF). Foram
criados diversos grupos ficticios: 1) tanto ao longo do gradiente latitudinal de distribui¢do das
espécies (Figura 2); ii) quanto de forma aleatdria relativamente a regido geografica ocupada
por cada uma delas, ambos respeitando os limites interespecificos; iii) e ainda considerando
apenas o gradiente geografico, sem mencdo a classificagdo taxondmica. Todos os grupos
tiveram o objetivo de testar o grau de discriminagdo dentre as espécies ou populagdes ao
longo de seu gradiente de distribuicdo. Desta andlise foram obtidos graficos de presenca e
auséncia de grupos ao longo desta distribui¢do. Toda a analise multivariada foi efetuada com

o software Statistica 6.0 (StatSoft, 1993).
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Figura 5. Medidas tomadas dos individuos do grupo de Phyllomedusa burmeisteri:
comprimento rostro-cloacal (CRC); comprimento da cabeca (CC); largura da cabeca (LC);
comprimento do focinho (CF) distancia internasal (DIN); distdncia interorbital (DIO);
diametro do olho (DO); distancia narina-olho (DNO); didmetro do timpano (DT);
comprimento do brago (CB); comprimento do antebrago (CAM); comprimento do 3° dedo da
mao (CDM3); Distancia axila-virilha (DAV); Comprimento da coxa (COXA); Comprimento
da tibia (TIBIA); comprimento do pé (CP); comprimento do 4° dedo do pé (CDP4).
[(Modificada de Marcelino e colaboradores (2009)].

Morfometria Geométrica

A morfometria geométrica utiliza-se da definicdo de marcos anatdmicos iguais para
todos os individuos a serem analisados. A partir desses marcos sdo geradas configuracdes
individuais de forma que sdo comparadas com uma configuragdo concenso, obtendo-se,

assim, variaveis de forma.

Amostragem
Individuos machos adultos foram obtidos da colecdo zooldgica de anuros do
Laboratério de Herpetologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

(CFBH), campus de Rio Claro, SP. Estes individuos foram os mesmos utilizados nas analises
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de morfometria tradicional. Foram radiografados 115 individuos classificados dentro das
cinco espécies do grupo de Phyllomedusa burmeisteri e distribuidos em 37 localidades. Esse
numero foi inferior aquele utilizado nas andlises tradicionais pois incluiu somente os
exemplares da cole¢do CFBH. Isto se deveu a impossibilidade de se deslocar os exemplares
do Museu Nacional para o estado de Sdo Paulo, onde as varidveis geométricas foram obtidas.
Devido a problemas de descalcificagdo e posicdo durante a fixacdo dos animais, foram
utilizadas, para a andlise de morfometria geométrica, 85 radiografias, das 115 obtidas. Estes
individuos provinham de 26 localidades distintas (Figura 6 e Tabela 2). Devido ao reduzido
nimero amostral por localidade, ndo foi possivel realizar andlises populacionais, somente

interespecificas.
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Figura 6: Distribui¢do geografica das espécies do grupo burmeisteri nas 26 localidades
amostradas para a analise morfométrica geométrica. As localidades encontram-se enumeradas
de 1-26 de acordo com um eixo Nordeste-Sul. Ver Tabela 2 para os nomes das localidades.
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Tabela 2. Coordenadas das 26 localidades amostradas para a andlise morfométrica
geométrica, numeradas em um eixo Nordeste-Sul (cddigo). Os numeros da penultima coluna
correspondem as espécies presentes em cada localidade (1: Phyllomedusa. bahiana; 2: P.
burmeisteri; 3: P. distincta; 4: P. tetraplodea; 5: P. iheringii). Os niimeros da ultima coluna
correspondem ao numero amostral por localidade.

Espécies Numero de
Localidade Codigo Longitude Latitude presentes individuos

Maracas 1 -40,43 -13,44 1 5
Aurelino Leal 2 -39,33 -14,32 1 5
Uruguca 3 -39,28 -14,59 1 3
Caraiva 4 -39,15 -16,81 1 1
Conceicdo da Barra 5 -39,73 -18,59 2 1
Linhares/Sooretama 6 -40,07 -19,39 2 1
Aracruz 7 -40,27 -19,82 le2 2 (sp. 1) e 3 (sp. 2)
Sao José do Rio

Pardo 8 -46,89 -21,6 2 4

Rio Claro 9 -47,56 -22,41 2 1
Bandeirantes 10 -50,37 23,11 4 1

Jundiai 11 -46,88 -23,19 2 1
Maringa 12 -51,94 -23,43 4 4

Pilar do Sul 13 -47,72 -23,81 3e4 1(sp.3)3 1 (sp.4)
Ribeirio Branco 14 -48,77 -24,22 3e4 1 (sp.3)e3(sp.-4)
Tibagi 15 -50,47 -24.47 4 4
Registro 16 -47,84 -24,49 3 2
Iporanga 17 -48,59 -24,59 3 1

Iguape 18 -47,56 -24.71 3 2
Matinhos 19 -48,54 -25,82 3 1

Cruz Machado 20 -51,35 -26,02 4 5

Sio Bento do Sul 21 -49,38 -26,25 3 1

Sédo Domingos 22 -52,53 -26,56 4 1

Barra Velha 23 -48,68 -26,63 3 2
Derrubadas 24 -53,97 -27,24 4 4

Treviso 25 -49,46 -28,52 4 5

Sao Sepé 26 -53,58 -30,25 5 3

Obtencao das radiografias:

Para a obtencdo das varidveis de forma, primeiramente foram tomadas radiografias do
cranio dos individuos. As radiografias foram tiradas no Laboratorio de Odontologia
Comparada da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.
A técnica utilizada para a obtengdo dos raios-x foi a do paralelismo, na qual o objeto de
estudo € posicionado paralelamente ao sensor de raios-x. O sensor digital utilizado foi do tipo

CCD odontologico #2 e o aparelho de raio-x do modelo ASTEX COLUNA MOVEL FLEX,
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com voltagem de 70 kV e 7mA de amperagem. O tempo de exposi¢do de cada animal variou
de 0,20 a 0,25 segundos, dependendo do tamanho e grau de calcificag@o. O software utilizado
para computar as radiografias foi o Dr. Suni Radiography System.

Os animais foram posicionados com a regido ventral apoiada sobre uma placa de
acrilico, de forma que seu corpo permanecesse em cima da placa e a cabega além da
extremidade da placa, portanto, com sua superficie mandibular livre de qualquer material que
pudesse interferir na radiografia. Sob a placa de acrilico foi colocado um suporte feito de
massinha de modelar que permitiu o ajuste da placa de acordo com a linha paralela entre a
mandibula do animal e o sensor digital (no qual a radiografia seria enviada para um
computador acoplado). Sob o suporte de massinha uma outra placa de acrilico, fixada a mesa
onde as radiografias estavam sendo tiradas, mantinha a posi¢ao relativa dos animais. O sensor
digital foi posicionado imediatamente abaixo da superficie ventral livre da cabega do animal.
Sob o sensor foi colocado um suporte feito de massinha de modelar que proporcionava o
ajuste do sensor numa linha paralela com a cabeca do animal. O sensor foi ligado a um
computador através de um fio conector fixado na mesa onde as radiografias estavam sendo
tiradas. O fio fixado a mesa teve o objetivo de fixar a posi¢do do sensor relativamente a mesa,
mas deixar a placa do sensor movel no sentido vertical. O aparelho de raios-x foi posicionado
sempre em linha paralela com a superficie dorsal da cabe¢a do animal, a uma distancia de 15
cm. A distancia foi mantida para todas as radiografias. As posi¢cdes da placa do sensor, do
suporte de acrilico que carregava o exemplar e do aparelho de raios-x foram alteradas para
cada animal radiografado, conforme a angulagdo da cabeca deste, mantendo sempre uma linha
paralela destes trés em relagdo a cabeca. A radiagdo foi emitida mediante um dispositivo de
acionamento, sempre a uma distancia segura da fonte de emissdo, que se encontrava isolada
numa sala fechada. As radiografias foram enviadas diretamente para o computador conectado
ao sensor. Um programa de edi¢do permitiu o ajuste do contraste e brilho de cada imagem.
Alguns animais foram radiografados mais de uma vez, até a obtencdo da melhor imagem

possivel.

Selecéo de marcos anatémicos

Para analisar a varia¢do da forma do cranio foram definidos, nas radiografias obtidas,
dez marcos anatomicos (landmarks) iguais para todos os animais estudados e distribuidos o
mais homogeneamente possivel ao longo do cranio (Figura 7). Estes pontos foram escolhidos
com base na certeza da sua identificagdo em todos os exemplares, e localizaram-se, em sua

maioria, em regides de juncdo entre 0ssos ou que constituiam sua base, apice ou maior
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curvatura. A analise discriminante Stepwise realizada no conjunto de dados utilizados na
morfometria tradicional ajudou a nortear a escolha dos pontos, pois nesta analise a maioria
das varidveis selecionadas (automaticamente) como mais representativas da discriminagdo de
grupos estavam relacionadas a regido do cranio. Devido a simetria, os landmarks foram
definidos apenas para o lado esquerdo do cranio dos animais. Para auxiliar na localizagido dos
pontos, foram utilizadas imagens de animais diafanizados, obtidas através de camera Nikon
Digital Sight DS-SI1 acoplada a lupa Nikon SMZ 1500 (Figura 8). As coordenadas de cada
landmark foram obtidas com a utilizagio do software tpsDig, disponivel em

http://life.bio.sunysb.edu/morph.
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Figura 7: Marcos anatémicos definidos a partir da radiografia dorsal do cranio dos individuos
de Phyllomedusa do grupo burmeisteri (na foto: P. burmeisteri). Os marcos anatomicos sido
representados pelos circulos vermelhos: (1) sutura anterior entre premaxilas; (2) forAmen
magnum; (3) condilo occipital; (4) base posterior do quadratojugal; (5) base anterior do
quadratojugal; (6) final posterior da premaxila; (7) sutura entre frontoparietal e esfenotimoide;
(8) curvatura anterior méxima da cépsula otica; (9) sutura posterior entre prodtico e occipital;
(10) méxima curvatura anterior do esfenotimoide. Escala: 1,5 cm. [Baseado em Clemente-
Carvalho e colaboradores (2008 ) e Sheil & Alamillo (2005)]
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Diafanizacao:

Para auxiliar na defini¢do dos marcos anatdomicos, 0s quais serviriam como
coordenadas de variagdo de forma, foram diafanizados trés exemplares das espécies do grupo
de Phyllomedusa burmeisteri (Figura 8). Para tal, os exemplares tiveram sua pele removida e
passaram por uma série de desidratagdo com etanol 70%, 90% e 95%, por aproximadamente
12 horas em cada solucdo. As cartilagens foram entdo coradas em solu¢do contendo 30% de
acido acético glacial em etanol 80%, com 30 mg de azul de alcian/100 ml de solugdo, por
aproximadamente 5 horas. A neutralizag¢do foi realizada com solu¢do saturada de Borax por
trés dias, com troca didria da solugcdo. Na sequéncia, realizou-se a evisceragdo e a
diafanizacdo deu-se em solucdo 30% saturada de bdrax com 1g/l de tripsina, até que o
musculo ficasse transparente. A coloracio dos ossos foi realizada em solug@o aquosa de KOH
(0,5-1%) contendo uma pitada de vermelho de alizarina, até que estes adquirissem coloragio
vermelha. A remog¢do do excesso de corante foi realizada através da lavagem em solugdo de
KOH (0,5-1%). A estocagem deu-se em série de glicerina 40, 60 e 95% em solucdo de KOH,
permanecendo um dia em cada série. Para a conservagdo do exemplares, foram adicionados

cristais de timol na ultima solugao.

Figura 8: Exemplar de Phyllomedusa tetraploidea diafanizado. Escala: 5000 pm = 0,5 cm

Andlise da forma
Para cada radiografia de cada individuo do grupo de Phyllomedusa burmeisteri

incluido na analise de forma, as coordenadas x e y de cada marco anatomico foram traduzidas
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para a origem (i.e., centradas), alinhadas ao centroide e rotacionadas para minimizar a soma
das distancias quadradas entre os landmarks homodlogos. O alinhamento dos cranios foi
baseado no procedimento de Procrustes, disponivel em Rohlf e Slice (1990). As coordenadas
alinhadas foram computadas para gerar uma configuragdo consenso (média), que define um
ponto de tangéncia entre um espaco de forma curvo e uma aproximacdo linear ao espago
Euclidiano. Os componentes de variagdo de forma foram computados a partir de uma matriz
de energia cujos elementos sdo fungdes das distancias entre quaisquer landmarks na
configuragdo consenso. A decomposi¢do espectral dessa matriz de energia gera autovetores
ortogonais ¢ uma matriz diagonal de autovalores. Os autovetores (Principal Warps) sdo eixos
multimensionais que descrevem possiveis variacdes na forma do cranio em diferentes escalas
geométricas e espaciais. A magnitude dos autovalores é inversamente relacionada a escala
geométrica. Autovalores altos sdo associados com diferengas de forma em pequena escala que
aparecem como mudangas na posicdo dos landmarks que estdo espacialmente proximos.
Autovalores pequenos sdo associados com mudancas na forma que aparecem de deformagdes
em larga escala. As coordenadas alinhadas x e y (referentes aos landmarks) foram projetadas
sobre os autovetores para gerar as variaveis de forma (Parcial Warps). A matriz dessas
variaveis foi entdo computada para dois valores de o, expoente que permite a atribuigdo
diferencial de peso para as varidveis, de acordo com a escala espacial. Com a = 1, atribui-se
maior peso as escalas maiores, enquanto com o = -1 atribui-se peso maior as escalas menores.
As varidveis de forma tiveram a dimensdo de 2p-6=16, para p = 10 landmarks. A reducdo
dimensional destas variaveis foi alcangada através da Analise de Relative Warps, a fim de
determinar as dire¢des principais da variagdo de forma na amostra estudada. As diferencas na
forma do cranio foram visualizadas através da proje¢do dos espécimes sobre os eixos
principais de variagdo, e da regressdo dos scores das 16 variaveis de forma (Parcial Warps)
sobre cada eixo principal de variacdo (gerado pela Analise de Relative Warps). Essas
diferencas foram representadas por grades de deformagdo geradas a partir da configuragdo
consenso de cada grupo encontrado na projecdo dos espécimes sobre os eixos principais de
varia¢do. Devido ao baixo numero amostral ndo foi possivel realizar andlises populacionais;
portanto, os grupos foram considerados segundo limites interespecificos. Todas as analises
foram realizadas através dos softwares tpsRelw, tpsUtil, tpsSplin e tpsSuper, disponiveis em
http://life.bio.sunysb.edu/morph. A metodologia foi adaptada de Clemente-Carvalho e
colaboradores (2008).
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RESULTADOS

Morfometria Tradicional

A PCA com os dados brutos (*PCA) resultou em dois eixos principais que explicam,
conjuntamente, 84,14% da variacdo total (Tabela 3 e Figura 9). O primeiro eixo ¢ fortemente
correlacionado ao comprimento rostro-cloacal (*CP1 = -0,974; Tabela 3), sendo que os
demais eixos também se relacionam de forma estreita com esta variavel (Figura 10). Os
fatores individuais de pontuagdo dos 185 individuos incluidos na andlise interespecifica estdo
representados ao longo do primeiro e segundo eixos da PCA (*PCI1 e *PC2; Figura 11).
Formam-se dois grandes grupos morfologicos ao longo do primeiro eixo, representado pelo
tamanho do corpo. Tais grupos estdo relacionados as espécies, o primeiro agrupando P.
bahiana e P. busmeisteri (grupo Nordeste) e o segundo agrupando P. distincta, P.
tetraploidea e P. iheringii (grupo Sudeste-Sul). Os 155 individuos das 23 localidades
incluidas na anéalise populacional apresentaram o mesmo padrio de divisdo em dois grupos
morfoldgicos guiados pela variacdo de tamanho. Os fatores individuais de pontuacdo destes
individuos, bem como suas médias por populagdo, estdo representados na Tabela 4 e Figuras

12A e 12B, respectivamente.

Tabela 3. Coeficientes dos dois primeiros Componentes Principais (*CP) para as 17 medidas
morfométricas dos 185 individuos de Phyllomedusa do grupo burmeisteri incluidos na analise
interespecifica. As variaveis encontram-se definidas na Figura 5.

Variaveis *CP1 *CP2 Variaveis *CP1 *CP2
CRC -0,974144  0,064953

CC -0,968493 0,085569 || CAM -0,958767 -0,122009
LC -0,964336  0,051523 | CDM3 -0,811678 -0,433057
CF -0,857472  0,263674 | DAV -0,862474 -0,015479
DIN -0,787239  -0,058848 || COXA -0,902725  0,034204
DIO -0,955439  0,144791 | TIBIA -0,974335  0,038643
DO -0,844544  0,155486| CP -0,970538  -0,049991
DNO -0,87773  0,288846 | CDP4 -0,875779  -0,293073
DT -0,762317  -0,244596 || Variancia explicada (%) 80,79374 3,3491
CB -0,888994 0,006939 [| Variancia cumulativa(%) 80,7937 84,1428
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Figura 9. Indices de varidncia de cada Componente Principal (*PCA). Os dois primeiros
eixos explicam 84,14% da variancia total.
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Figura 11. Valores dos fatores individuais nos dois primeiros eixos da *PCA para os 185
individuos das 46 localidades incluidas na analise interespecifica (¢ P. bahiana; e P.
burmeisteri; o P. tetraploidea; o P. distincta; A P. iheringii).

Tabela 4: Médias dos fatores individuais de pontuacdo para as 23 populagdes amostradas. As
localidades estdao definidas na Tabela 1.

Numero de Numero de
Localidade *CP1 *CP2 individuos Localidade *CP1 *CP2 individuos
2 -1,17157  0,37294 5 25 -0,17522  -0,92734 5
4 -0,5018 0,63972 8 27 0,5522 0,28042 6
5 -1,35027 0,06578 7 28 0,49963  -0,37859 7
6 -1,0999  -0,16851 8 30 -0,00144 -1,51878 9
8 -0,16635 0,87735 6 32 0,84596 -0,06157 5
10 -0,6652 0,24806 7 34 0,45047 -0,49576 6
12 -1,31238 -0,04983 11 35 0,58691 0,58278 5
13 -1,0074 0,78007 9 39 0,81929 -1,40193 5
14 -0,88239 -0,12828 9 44 0,61875 -0,37448 6
15 -0,63183 -0,29275 5 45 1,32355 0,27213 6
16 0,09795  0,88292 5 46 1,1983 -0,50284 11
20 -0,46479  0,60231 5
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Figura 12. Andlise populacional nas 23 localidades com N> 5. A) Valores dos fatores
individuais de pontuag@o nos dois primeiros eixos da *PCA para os 155 individuos utilizados
na analise populacional (¢ P. bahiana; e P. burmeisteri; o P. tetraploidea; o P. distincta; A
P. iheringii); B) Médias dos fatores individuais da *PCA para as 23 populagdes amostradas.

As localidades estido definidas na Tabela 1.
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As Andlises Discriminantes (DA) feitas com base nos grupos morfologicos sugeridos
pela PCA revelaram alta porcentagem de classificagdo correta das espécies alocadas nesses
grupos (lambda de Wilks’ = 0, 269; Tabela 5 e Figura 13). Ao todo, apenas sete individuos
foram mal classificados, dentre os 185 analisados (Tabela 6; IDs: 11, 78, 83, 90, 95, 96, 102).
A varidvel tamanho do corpo (CRC) norteou mais uma vez a variag@o verificada no grupo. As
variaveis DIN e DIO também apresentaram altos valores para a matriz de fatores no eixo de
maior variagdo (Tabela 7). Percentuais elevados de classificagdo correta também foram
verificados nas DA(s) feitas com grupos estipulados segundo a classificagdo taxondmica ja
conhecida para as espécies (Tabela 8 e Figuras 14 e 15), bem como naquelas que se basearam
em agrupamentos ficticios definidos em consondncia com a distribui¢do gradual e limites
taxonomicos (Tabela 09). Em contrapartida, as DA(s) que utilizaram uma ordenagdo de
grupos aleatoria — relativamente a distribuicdo das espécies — apresentaram baixa
discriminacdo (percentuais de classifica¢do correta inferiores a 70%), assim como aquelas
cuja ordenagdo de grupos seguiu somente a distribuicdo geografica, desconsiderando limites

interespecificos (Tabela 10 e Figura 16).

Tabela 5: Matriz determinante de classificacdo entre os grupos reais (GR) sugeridos pela
*PCA. N = grupo Nordeste; S = grupo Sudeste-Sul. As colunas N e S correspondem as
classificagdes previstas e as linhas N e S, as classificagdes observadas. O cruzamento da linha
N com a coluna N revela o nimero de individuos cujas espécies foram corretamente
classificadas pela andlise discriminante dentro do grupo proposto (grupo Nordeste). O
cruzamento da linha N com a coluna S revela o nimero de individuos cujas espécies foram
erroncamente classificadas pela andlise discriminante dentro do grupo proposto (grupo
Nordeste). O mesmo vale para o cruzamento da linha S com as colunas N e S. A significancia
foi estipulada proporcionalmente ao numero de individuos por grupo.

Grupo N S
Classificacio p=0,49730 p=0,50270
correta (%)
N 95,65218 88 4
S 95,69892 4 89
Total 95,67567 92 93
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Figura 13: Probabilidades de classificagdo de cada individuo dentro do grupo Nordeste. Os
valores estdo em porcentagem. Os losangos correspondem aos individuos analisados. As
localidades estdo ordenadas de acordo com o gradiente Nordeste-Sul de variacdo morfoldgica,
no qual os numeros mais proximos de zero correspondem as localidades mais a nordeste da
distribuicdo, enquanto os numeros mais distantes de zero correspondem aquelas mais a
sudeste da distribuicdo. A concentracdo de losangos na regido superior do grafico indica
individuos das espécies Phyllomedusa bahiana ¢ P. burmeisteri enquanto a concentra¢do de
losangos na regido inferior do grafico indica individuos das espécies P. distincta, P.
tetraploidea e P. iherngii.

Tabela 7: Matriz de fatores de cada variavel para a Funcdo Discriminante 1. As varidveis
estao definidas na Figura 5.

Varidvel Funcidol | Variavel Funciol
CRC -0,70693
CC -0,6972 CB -0,54616
LC -0,69075| CAM -0,53913
CF -0,58044 | CDM3 -0,35692
DIN -0,40943 | DAV -0,48819
DIO -0,80708 | COXA -0,55682
DO -0,57087 | TIBIA -0,69811
DNO -0,82945 Cp -0,61441
DT -0,29757| CDP4 -0,42589
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Tabela 8: Matriz determinante de classificagdo entre os cinco grupos reais (GR),
correspondentes as espécies (Pba: grupo Phyllomedusa bahiana; Pbu: grupo P. burmeisteri;
Pd: grupo P. distincta; Pt: grupo P. tetraploidea; Pi: grupo P. iheringii). As colunas 1,2,3,4 ¢
5 correspondem as classificagdes previstas e as linhas 1,2,3,4 e 5, as classificacdes
observadas. O cruzamento da linha 1 com a coluna 1 revela o numero de individuos cujas
espécies foram corretamente classificadas — pela andlise discriminante — dentro do grupo
proposto (grupo 1). O cruzamento da linha 1 com as demais colunas revela o nimero de
individuos cujas espécies foram erroneamente classificadas pela analise discriminante dentro
do grupo proposto (grupo 1). A significancia foi estipulada proporcionalmente ao nimero de
individuos por grupo.

inha 1 2 3 4 5
coluna

Grupo Pba Pbu Pd Pt Pi
classiﬁcagﬁo correta (%) p=0,22703 p=0,27027 p=0,25405 p=0,18919 p=0,05946
1 Pba 73,80952 31 10 1 0 0
2 Pbu 78,00000 6 39 3 2 0
3 Pd 91,48936 1 1 43 2 0
4 Pt 82,85714 0 3 2 29 1
5 Pi 90,90909 0 0 1 0 10
Total 82,16216 38 53 50 33 11
6
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Figura 14: Discrimina¢do entre os cinco grupos reais (GR) propostos com base na
classificacdo taxonomica das espécies. Valores para as duas primeiras fungdes discriminantes
(¢ Pba: Phyllomedusa bahiana; e Pbu: P. burmeisteri; o Pt: P. tetraploidea; o Pd: P.
distincta; A Pi: P. iheringii).
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Tabela 09: Percentuais de classificacdo correta para os diferentes grupos propostos nas
analises discriminantes que se basearam em agrupamentos ficticios definidos em consonancia
com a distribui¢do gradual e limites taxondmicos das espécies.

Grupo Classificacio
proposto Divisio de espécies correta (%)
Norte: P. burmeisteri e P. bahiana
G1 Centro: P. distincta e P. tetraploidea 92,43243
Sul: P. iheringii
G2 Norte: P. bahiana 89,18919
Sul: P. burmeisteri, P. distincta, P. tetraploidea e P. iheringii
G3 Norte: P. bahiana, P. burmeisteri, P. distincta 94,5946
Sul: P. tetraploidea e P. iheringii
G4 Norte: P. bahiana, P. burmeisteri e P. tetraploidea 92,43243
Sul: P. distincta e P. iheringii
G5 Norte: P. bahiana, P. burmeisteri, P. distincta e P. teraploidea 96,21622
Sul: P. iheringii
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Figura 15: Probabilidades de classificagdo de cada individuo dentro dos cinco grupos reais (GR)
propostos. Os valores estdo em porcentagem. Os losangos correspondem aos individuos analisados.
Aqueles localizados acima do valor de 0,5, no eixo y, correspondem aos individuos que possuem 50%
ou mais chances de pertencer ao grupo. As localidades estdo ordenadas de acordo com o gradiente
Nordeste-Sul de variacdo morfoldgica, no qual os nimeros a esquerda das figuras correspondem as
localidades mais a Nordeste da distribui¢do, enquanto os numeros a direita das figuras correspondem
aquelas mais a Sul da distribui¢do. A) probabilidade de pertencer ao grupo Pba (Phyllomedusa
bahiana); B) probabilidade de pertencer ao grupo Pbu (P. burmeisteri); C) probabilidade de pertencer
ao grupo Pd (P. distincta); D) probabilidade de pertencer ao grupo Pt (P. tetraploidea); E)
probabilidade de pertencer ao grupo Pi (P. iheringii).



Probabilidade Pd

34

C) D)
1.1 11
10
10 'f“ 12 4 o%0e® o z ¢ ® ¢ s
* 09 * o
0.9 * * .
¢ *
oo oF - 08 4 s
038 R4 . o g °
¢ 104 MR
07 o * o 07 PS *
0.6 . P * g 0.6 * *
- * - * ke [
05 * ¢ ] = 05 . .
*
* o]
0.4 ¢ o * © 04 . . o
¢ O *
* * *
03 o o3 .
o * *
02 . 02
* * * PS * o . * * PR 4 :‘0 o
0.1 - . . o s . .3 ° POGIN
. . . ¢ * .
00| soeetesed «330’0‘*» s 38 +%es s 00| seedet8ee 0000e%%e $ 3% 0‘“‘“0 .
0.1

-0.1
O NI OO DD O =N TOON DN O NN TOONODO=NMFLOONONO=NOTOON O NMIOOMDDOT—NMFOONDDOTNM FLOONONO—
~ 22 JRERAABEEBIBBEBBLTIIIeEs TSR NNNNNNNNNNOO

Localidade Localidade
E)

1.1

1.0f

09}

*
n: 0.8 "
o O7f ]
}% 06}
© ° .
E 0.5F o]
{3 04} M *
o]
L *

o o3 .
o oo} R . ]

01} . * o 8

* Lo *
00 60000000000 00000000%¢ 00000:3“000000’00‘ ¢

-0.1
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46
1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47

Localidade

Figura 15: Probabilidades de classificacdo de cada individuo dentro dos cinco grupos reais
(GR) propostos. Os valores estdo em porcentagem. Os losangos correspondem aos individuos
analisados. Aqueles localizados acima do valor de 0,5, no eixo y, correspondem aos
individuos que possuem 50% ou mais chances de pertencer ao grupo. As localidades estdo
ordenadas de acordo com o gradiente Nordeste-Sul de variagdo morfologica, no qual os
numeros a esquerda das figuras correspondem as localidades mais a Nordeste da distribuigao,
enquanto os numeros a direita das figuras correspondem aquelas mais a Sul da distribuigdo.
A) probabilidade de pertencer ao grupo Pba (Phyllomedusa bahiana); B) probabilidade de
pertencer ao grupo Pbu (P. burmeisteri); C) probabilidade de pertencer ao grupo Pd (P.
distincta); D) probabilidade de pertencer ao grupo Pt (P. tetraploidea); E) probabilidade de
pertencer ao grupo Pi (P. iheringii).



35

Tabela 10: Matriz determinante de classificag@o entre os quatro grupos ficticios (GF), criados
sem considerarem-se limites interespecificos. N = grupo Nordeste (localidades de 2 a 12); NC
= grupo Centro-Nordeste (localidade de 12 a 26); CS = grupo Centro-Sudeste (localidades de
27 a 34); S = grupo Sudeste-Sul (localidades de 34 a 46). As colunas correspondem as
classificagdes previstas e as linhas, as classificagdes observadas. O cruzamento da linha N
com a coluna N revela o nimero de individuos culas espécies foram corretamente
classificadas — pela andlise discriminante — dentro do grupo proposto (grupo N). O
cruzamento da linha N com as demais colunas revela o nimero de individuos cujas espécies
foram erroneamente classificadas pela andlise discriminante dentro do grupo proposto (grupo
N). A significancia foi estipulada proporcionalmente ao tamanho de cada grupo. Para maiores
informagdes sobre as localidades e espécies presentes em cada uma delas, ver Tabela 1.

Grupo N NC NS S
Classificacéio p=0,28649 p=0,26486 p=0,18919 p=0,25946
correta (%)

N 77,35849 41 12 0 0
NC 73,46939 8 36 3 2
NS 71,42857 1 0 25 9
S 81,25000 0 0 9 39
Total 76,21622 50 48 37 50
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Figura 16: Discrimina¢do entre os quatro grupos ficticios (GF) propostos com base na
distribuicdo geografica, sem considerar limites interespecificos. Valores para as duas
primeiras fun¢des discriminantes (Amarelo: grupo Nordeste (N) — P. bahiana e P.
burmeisteri; Verde: grupo Centro-Nordeste (CN) — P. burmeisteri e P. tetraploidea; Preto:
grupo Centro-Sudeste (CS) — P. distincta e P. tetraploidea; Azul: grupo Sudeste-Sul (S) — P.
distincta, P. tetraploidea ¢ P. iheringii. Grupos N e CN agrupam-se segundo a primeira
fun¢do discriminante, assim como grupos CS e S.
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A PCA com os dados ajustados (#PCA) apresentou cinco principais eixos que
explicam, juntos, 63,24% da variancia total (Figura 17). A variincia estd mais bem distribuida
ao longo dos eixos, que sdo representativos da variacdo do corpo independente do tamanho. O
primeiro eixo explica somente 26,05% da variacdo total. Os fatores individuais de pontuagdo
para os 185 individuos incluidos na andlise interespecifica, bem como as médias dos fatores
individuais para os 155 individuos incluidos na andlise das 23 populagdes, estdo
representados ao longo do primeiro e segundo eixos da #PCA (#PC1 e #PC2; Figuras 18A e

18B, respectivamente). Nio existe padrdo morfoldgico evidente.

5.0

45 |
26,05%
4.0 |
35
30

25|

Eigenvalue

20 |

05|

0.0

-0.5

Eigenvalue number

Figura 17. Indices de varidncia de cada Componente Principal (#PCA). Os cinco primeiros
eixos explicam 63,24% da variancia total.
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Figura 18. PCA com dados ajustados (#PCA). A) Valores dos fatores individuais de
pontuacdo nos dois primeiros eixos para os 185 individuos amostrados na anélise
interespecifica (¢ Phyllomedusa bahiana; e P. burmeisteri; o P. tetraploidea; o P. distincta;
A P. iheringii); B) Médias dos fatores individuais de pontuag¢do para as 23 populagdes
amostradas na analise populacional.
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Morfometria Geométrica

Nas analises para a = 1, que ddo peso maior as mudancas de forma de ampla escala, o
primeiro e segundo eixos de variacdo explicam, juntos, 93,14% da variancia na forma do
cranio (Tabela 11). A ordenagdo dos individuos do grupo de Phyllomedusa burmeisteri no
espaco reduzido dos dois primeiros eixos principais de variagdo ¢ apresentada na Figura 19.
P. distincta e P. iheringii separam-se totalmente de P. tetraploidea. Essa separag@o relaciona-
se com o deslocamento dos marcos anatdmicos 3 € 9 em relacdo aos marcos 2, 4 ¢ 5 (Tabela
12 e Figura 20).

Para o = -1, que considera as mudancas em escalas mais localizadas, os dois primeiros
eixos explicam, juntos, apenas 43% da varia¢do total na forma do cranio (Tabela 13). A
ordenac¢do dos individuos do grupo de Phyllomedusa burmeisteri no espago reduzido dos dois
primeiros eixos principais de variagdo ¢ apresentada na Figura 21. P. iheringii separa-se quase
totalmente das demais espécies e P. distincta ¢ P. tetraploidea demonstram uma tendéncia a

separacao.

Tabela 11. Coeficientes dos seis primeiros eixos de varia¢do gerados na analise de forma para
o = 1. As variaveis de forma t€ém a dimensdo de 2p-6=16, para p = 10 marcos anatdmicos.

Eixos de Variacdo Varidncia Variancia Explicada (%) Variincia Acumulada (%)

1 0,68681 81,13 81,13
2 0,26427 12,01 93,14
3 0,14706 3,72 96,86
4 0,09417 1,53 98,39
5 0,05614 0,54 98,93
6 0,04679 0,38 99,31

Tabela 12: Contribuicdo relativa de cada marco anatdomico para o = 1. Os marcos mais
relevantes estdo em negrito.

Landmark Contribuicdio Landmark Contribuicio

1 0,00028 6 0,01899
2 0,00738 7 0,03336
3 0,26413 8 0,02592
4 0,07043 9 0,42764
5 0,12399 10 0,02787
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Figura 19: Ordenagdo dos individuos do grupo burmeisteri no espac¢o do primeiro ¢ segundo
eixos de variagdo de forma (RW), computada para a = 1 (¢ Phyllomedusa bahiana; e P.
burmeisteri; o P. tetraploidea; o P. distincta, A P. iheringii). A) Ordenagdo simples. B)
Poligonos de ordenacdo. Linha tracejada: P. tetraploidea; Linha continua: P. distincta; Linha
pontilhada: P. iheringii.
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A)

Figura 20: Topo: marcos anatomicos em radiografia dorsal de P. burmeisteri. Base: Grades
de deformacgdo geradas a partir da configuracdo consenso ao longo dos dois primeiros eixos
de variacdo. Os Numeros correspondem aos marcos anatomicos, descritos na Figura 7. As
elipses vermelhas indicam marcos de maior variagdo. A) P. distinca. B) P. tetraploidea.
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Figura 21. Ordenac¢do dos individuos do grupo burmeisteri no espago do primeiro ¢ segundo
eixos de varia¢do de forma (RW), computada para a = -1 (¢ Phyllomedusa bahiana; e P.
burmeisteri; o P. tetraploidea; o P. distincta, A P. iheringii). A) Ordenagdo simples. B)
Poligonos de ordenacdo. Linha tracejada: P. tetraploidea; Linha continua: P. distincta; Linha
pontilhada: P. iheringii.



42

DISCUSSAO

As perguntas a serem respondidas por este estudo foram as seguintes: 1) Existem
padrdoes morfométricos geograficos de variacdo fenotipica nas espécies do grupo de
Phyllomedusa burmeisteri? 2a.) A variagdo fenotipica, caso existente, ¢ concordante com a
variacdo genética descrita para o grupo? 2b.) Essa variacdo da-se ao nivel interespecifico e/ou
populacional? (ou seja, essa variagdo relaciona-se com as distincias entre populacdes, com as
espécies morfologicas ja definidas, ou com ambas?). As hipdteses propostas para responder a
essas perguntas foram: 1) A variagdo fenotipica existe e concorda com os padrdes geograficos
de variacdo genética recentemente descritos para o grupo de Phyllomedusa burmeisteri; 2a)
Essa variagdo ocorre ao nivel populacional, sendo que as distincias entre populagdes
norteiam a diversificacdo; 2b) Essa varia¢do ocorre ao nivel interespecifico, sendo o fator
“espécie” o responsavel pela diversificacdo; 3) A variacdo fenotipica existe, porém ¢ continua
(clinal) e ndo reflete os padrdes genéticos descritos para o grupo de Phyllomedusa
burmeisteri, sendo resultado de isolamento pela distdncia; 4) Ndo existem padrdes
geograficos de variacdo fenotipica (morfoldgicas-morfométricas) nas espécies do grupo de

Phyllomedusa burmeisteri.

As analises morfométricas tradicionais, a excecdo das analises de #PCA (incluindo o
efeito do tamanho), indicaram a divisdo das espécies do grupo de Phyllomedusa burmeisteri
em dois grandes grupos fenotipicos dispostos ao longo de um eixo latitudinal de distribuicdo
das espécies. A auséncia de qualquer padrio, quando da retirada do efeito do comprimento do
corpo das andlises, indica que o tamanho guia a maior parte da variacdo no grupo, fato
bastante comum em anfibios. As analises morfométricas geométricas revelaram dois grupos
distintos quanto ao formato do cranio, também relacionados a distribuicdo das espécies,
encontrados tanto no tocante as mudangas de forma em escala ampla quanto as mudangas em
escala local. Esses grupos, entretanto, ndo dividem todas as espécies, sendo que duas delas se
sobrepdem completamente em relagdo a eles, possuindo cranios muito semelhantes a todas as
outras. Constata-se, portanto, que o grupo de Phyllomedusa burmeisteri possui padrdes
morfoldgicos geograficos de variacdo fenotipica, o que responde afirmativamente a primeira

pergunta proposta para este trabalho e rejeita a hipotese nula (hipotese 3).



43

Morfometria Geométrica

A diversificagdo fenotipica revelada pela morfometria geométrica sugere a divisao
longitudinal Leste-Oeste entre Phyllomedusa distincta e P. tetraploidea em relagdo ao
formato do cranio. P. iheringii parece estar agrupada com P. distincta quanto a essa
diversificagdo, porém o nimero amostral baixo de P. iheringii utilizado nas analises impede
uma afirmac¢do veemente a esse respeito. A separagdo morfoldgica destes grupos da-se mais
claramente no tocante a variagdo de forma em escala ampla, relacionadas aos marcos
anatomicos espacialmente mais distantes (o = 1), porém ocorre também, de forma menos
incisiva, relativamente a variagdo em escala reduzida, relacionada aos marcos anatomicos
espacialmente proximos (o = -1). A sobreposi¢cdo de P. bahiana e P. burmeisteri com as

demais espécies sugere uma grande semelhanga no formato de seus cranios.

A diversifica¢do entre P. distincta e P. tetraploidea observada neste estudo vai ao
encontro dos resultados obtidos por Brunes e colaboradores (2010) referentes a origem de P.
tetraploidea por autopoliploidizagdo a partir de P. distincta (Figura 22). Sabe-se que espécies
poliploides tendem a ser maiores do que aquelas diploides, fato que pode guiar a
diferenciagdo também da forma. Outra possivel explicagdo para a variacdo encontrada nestas
espécies pode relacionar-se a adaptacdo local por ocupacdo de diferentes nichos ecoldgicos,
visto que o isolamento por poliploidia é uma forma de especiagdo rapida que pode levar a
adaptacdo diferencial, inclusive a ambientes mais extremos (OTTO & WHITTON, 2000).
Com efeito, P. tetraploidea ocupa por¢do mais interiorana da Mata Atlantica, uma regido de
mata estacional semidecidual com regimes sazonais de precipitacdo e clima temperado, na
contramdo de P. distincta, que ocupa zonas litordneas de mata ombroéfila densa, com clima

umido.
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Figura 22: Padrdes concordantes de variagdo genética e fenotipica (morfologia do cranio)
para o grupo burmeisteri. A: vista externa do cranio ¢ grade de deformacdo da forma para
Phyllomedusa distincta; B: vista externa do cranio e grade de deformagdo da forma para P.
tetraploidea. C: arvore de espécies adaptada de Brunes e colaboradores (2010), mostrando a
relagdo filogenética proxima entre P. tetraploidea e P. distincta.
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Morfometria Tradicional

Nas analises de morfometria tradicional observa-se um gradiente geografico de
variacdo de tamanho do corpo com clara subdivisdo do grupo burmeisteri em dois grupos
menores correspondentes a grupos de espécies (lambda de Wilks” = 0, 269; Figura 11). O
grupo Nordeste, com corpo maior, ¢ composto por P. bahiana e P. burmeisteri; o grupo
Sudeste-Sul, com corpo menor, é composto por P. distincta, P. tatraploidea e P. iheringii.
Outras variaveis (além do tamanho do corpo) que tiveram valores altos no eixo de maior
variacdo estdo provavelmente sujeitas a colinearidade em relagdo ao tamanho do corpo. Os
dois grupos fenotipicos aqui observados correspondem aos grupos filogeograficos inferidos
por Brunes e colaboradores (2010) com base em andlise conjunta de genes mitocondriais e
nucleares (Figura 23c), fato que responde afirmativamente a questdo 2a proposta para este
estudo e aceita a hipdtese 1, ou seja, que a variagdo fenotipica existe e concorda com os
padrdes geograficos de variacdo genética global recentemente descritos para o grupo de

Phyllomedusa burmeisteri.

Dos quatro individuos mal classificados pela Anéalise Discriminante (DA) dentro do
grupo Nordeste (Tabela 6; Figura 13), trés correspondem a P. burmeisteri ¢ dois (IDs #78,
#90) pertencem a populagdes com amostragem de pelo menos cinco individuos cada, e sdo os
unicos destas a apresentarem baixa probabilidade de classificagdo dentro do grupo em
questdo. Sabe-se que P. burmeisteri, alocada no grupo Nordeste, e P. distincta, alocada no
grupo Sudeste-Sul, compartilham limites de distribui¢do concordantes com a regido de
separacdo dos grupos morfologicos, fato que provavelmente responde pela classificacdo
inexata de alguns individuos. No grupo Sudeste-Sul, todos os individuos mal classificados sado
de P. tetraploidea (Tabela 6; Figura 13) e pertencem a populagdes localizadas proximas a
zona de transi¢do morfoldgica encontrada neste estudo para o grupo de Phyllomedusa
burmeisteri, o que pode responder por sua classificagdo inexata. Esta regido é compativel com
a regido sugerida por Brunes e colaboradores (2010) para a divisdo filogenética dos dois
grupos filogeograficos encontrados em seu estudo (Figura 23c¢). Com efeito, esta area
coincide com fronteiras biogeograficas reconhecidas para diversos grupos animais da Mata
Atlantica (ALEXANDRINO et al., 2009; BRUNES et al., 2010; CARNAVAL et al., 2009;
COSTA etal., 2000; GRAZZIOTIN et al., 2006; LYNCH, 1979; MARCELINO et al., 2009).
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Os grupos fenotipicos encontrados nas andlises de morfometria tradicional deste
trabalho, bem como os grupos filogeograficos encontrados por Brunes e colaboradores
(2010), sao compativeis com estudos de diferenciagdo de cantos feitos por Pompal & Haddad
(1992) e por Silva-Filho & Juncd (2006) (Figura 23b). Estes autores descrevem maiores
similaridades entre os cantos de P. burmeisteri e P. bahiana (pulsos isolados ou em triades e
espagamento regular) e entre os cantos de P. distincta, P. tetraploidea e P. iheringii (pulsos
aos pares € espacamento irregular). A transi¢do entre esses cantos ocorre, obviamente, na
zona de transicdo entre esses dois grupos de espécies. E notavel que, comparando-se os
estudos até entdo supracitados para o grupo burmeisteri, um padrido geografico comum
(filogenético, morfologico e acustico) de variacdo € encontrado para as espécies desse grupo,
padrdo este relacionado a uma regido geografica de transi¢do também comum. Estas
observagdes vao ao encontro da afirmativa da hipotese 2a levantada neste estudo, a de que a
variagdo fenotipica, tanto morfolégica como entre os cantos de antincio das espécies, ¢

concordante com a variagdo genética nas espécies do grupo de Phyllomedusa burmeisteri.

O grande percentual de classificagdo correta — obtido nas Analises Discriminantes
(DA) — para os grupos ficticios: estipulados segundo a classificagdo taxondmica j& conhecida
para as espécies (Tabela 8 e figuras 14 e 15); e criados em consondncia com os limites
interespecificos + distribuicdo gradual das espécies (Tabela 9), reflete em parte o carater da
propria andlise. A andlise discriminante tem como pressuposto a definicdo de grupos a priori,
tendendo a for¢ar uma boa discriminag@o nos grupos propostos quando as espécies sujeitas a
analise sdo muito semelhantes. E devido a este “artefato” que se aconselha a realizacdo, como
primeira etapa de trabalho, de uma Andlise de Componentes Principais (PCA) nos dados
brutos (apenas logaritmizados). Esta andlise ¢ uma ferramenta de ordenacdo que aponta a
dire¢do de maior variagdo no conjunto de dados, sem nenhuma defini¢o a priori. A partir das
variacdes apontadas pela PCA, aplica-se entdo a Andlise Discriminante para testar,
estatisticamente, a significancia destes grupos. No caso do baixo percentual de classificagdo
correta obtido para os grupos criados aleatoriamente em relagdo a distribuicdo das espécies e
também para aqueles criados aleatoriamente em relagdo a limites taxonomicos (Tabela 10;
Figura 16), este artefato ndo ocorre, visto que, neste caso, 0s grupos propostos contrariam as
circunstancias de maior semelhanga entre as espécies (sua distribuicdo geografica e sua
propria classificagdo taxondmica). Entretanto, a parte dos artefatos metodoldgicos da DA,
ambos os resultados supracitados revelam que a distdncia geografica entre populagdes

corresponde ao fator “espécie” no estabelecimento do gradiente geografico de tamanho. Ou
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seja, esses resultados respondem afirmativamente a pergunta 2b deste trabalho e aceitam a
hipétese 1b proposta para as espécies do grupo burmeisteri, rejeitando, consequentemente, a
hipotese 2a. A DA foi mais sensivel as espécies geograficamente mais proximas (e, portanto,
mais semelhantes entre si) em relagdo as espécies nos extremos de distribui¢do. Com efeito,
as andlises que desconsideraram limites interespecificos apresentaram baixa discriminagdo
entre os grupos, porém sugeriram novamente a separagdo das espécies nos grupos fenotipicos
Nordeste e Sudeste aqui propostos (Figura 16).

No caso do alto percentual de discriminacdo correta para 0s cinco grupos reais
(correspondentes aos grupos de espécies) apresentado pela DA (Tabela 5; Figura 13), este
resultado € interessante na medida em que os grupos corretamente discriminados refletem os
cinco grupos filogenéticos encontrados por Brunes e colaboradores (2010) para os genes
mitocondriais. Este fato novamente confirma a primeira hipdtese proposta neste estudo (e
conseqiientemente rejeita a hipotese nula), de que a variagdo fenotipica concorda com os
padrdes geograficos de variacdo genética recentemente descritos para o grupo de
Phyllomedusa burmeisteri. A divisdo morfologica em dois grandes grupos encontrada pela
*PCA foi o resultado com maior indice de significincia confirmado pela Anaélise
Discriminante (DA) (Tabela 5). Estes dois grupos sdo os grupos mais consistentes
encontrados por todos os trabalhos anteriormente ja citados, o que condiz com os altos indices
de classificacdo correta encontrados pela DA (uma andlise mais especifica) para ambos e
justifica o fato de estes grupos terem sido os unicos apontados pela *PCA (uma analise mais

geral).

Segundo Brunes (2009), a ndo separagdo das cinco espécies ao nivel dos genes
nucleares pode estar relacionada a retencdo de polimorfismo ancestral, o que sugere que a
divergéncia entre elas pode ter ocorrido ap6s a separagdo dos dois clados geograficos
encontrados. E sabido que genes mitocondriais estio mais sujeitos aos efeitos de deriva
genética devido a seu tamanho efetivo populacional menor, possuindo taxas de mutagdo mais
elevadas e apresentando assim maior poder de resolucdo para determinar relagdes evolutivas
entre tdxons aparentados (AVISE, 2000). Os genes nucleares, em contrapartida, sdo mais
conservados por apresentarem taxas menores de mutagdo, pelo que sinalizam geralmente
processos de diferenciagdo mais antigos (AVISE, 2000). No tocante a variagdo fenotipica,
muitos autores discutem que a diversificagcdo ao longo de uma determinada distribui¢do pode
estar relacionada a separacdo historica de populagdes seguida ou nio (no caso de deriva

genética pura) de adaptacdo local, ou ainda pode refletir adaptacdo a um gradiente de selecdo
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(ALEXANDRINO et al., 2005; ARNTZEN et al., 2007; BENITEZ-DIAZ, 1993; CASE &
TAPER, 2000; KIRKPATRICK & BARTON, 1997; MARCELINO et al., 2009; PUORTO et
al., 2001). No primeiro caso, espera-se encontrar uma quebra abrupta no padrdo fenotipico
acompanhada por uma quebra também no padrdo de variagdo genética, enquanto que no
segundo caso ¢ esperado encontrar uma variacdo continua no padrdo fenotipico que ndo
necessariamente concorde com a variagdo genética, com extremos morfoldgicos ocorrendo
nas extremidades do gradiente (FUTUYMA, 2002; MARCELINO et al, 2009). A
correspondéncia entre a diversificagdo genética para genes nucleares encontrada por Brunes e
colaboradores (2010) e a diversificagdo morfoldgica proposta neste trabalho para o grupo de
Phyllomedusa burmeisteri sugere, em concordancia com Brunes e colaboradores (2010), a
separacdo histdrica dos grupos Nordeste (P. bahiana ¢ P. burmeisteri) e Sudeste-Sul (P.

distincta, P. tetraploidea e P. iherngii) anteriormente a diversificagdo das cinco espécies.

As regides de quebra biogeografica entre os grupos genéticos propostos por Brunes e
colaboradores (2010) e entre os grupos morfologicos Nordeste e Sudeste propostos neste
estudo para o grupo de Phyllomedusa burmeisteri, sdo coincidentes e localizam-se no sul do
estado de Sdo Paulo (Figura 23). A 4rea caracteriza-se como zona limitrofe entre os climas
tropical e subtropical, possui altitudes mais elevadas em relacdo as areas adjacentes e
apresenta um trecho de constricdo de mata com regimes climaticos estacionais. Ademais,
nessa regido encontra-se uma falha tectonica extensa, a falha de Guapiara, e também uma
zona de deformagdo geoldgica, em Cubatio (BRUNES et al., 2010). Estudos recentes também
demonstram que durante o ultimo maximo glaciario (ha 21.000 anos atras), esta foi uma
regido de persisténcia de florestas, formando refugios tropicais de biodiversidade em meio a
areas savanizadas (THOME et al., 2010; ALEXANDRINO et al., 2010). Estes eventos
geomorfologicos e climaticos podem responder pela diversificagdo morfoldgica existente para
o grupo de Phyllomedusa burmeisteri, refletindo o isolamento histérico deste grupo na
medida em que este isolamento geralmente esta relacionado a eventos genéticos aleatorios, a
eventos tectonicos, e/ou climaticos (HEWITT, 2000). Tais proposi¢cdes ja foram bastante
discutidas por Brunes e colaboradores (2010), para o grupo de Phyllomedusa burmeisteri, por
Alexandrino e colaboradores (2010), para o anuro Hypsiboas bischoffi, por Thomé e
colaboradores (2010) para o grupo Rhinela crucifer, por Grazziotin e colaboradores (2006),
para Bothrops jararaca e também anteriormente para o presente estudo.

A diferenciacdo latitudinal e climatica existentes ao longo da distribuicdo das espécies

do grupo de Phyllomedusa burmeisteri podem também responder pela variagdo morfoldgica
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existente nesse grupo. E improvavel que essa variagio esteja relacionada a adaptagio a
gradientes de seleg@o, visto que a transicdo morfoldgica entre os grupos fenotipicos propostos
ndo ¢ gradual. O padrdo de variacdo do tamanho do corpo ¢ um padrdo intermediario entre
uma variacdo gradual (clina) e uma variacdo abrupta, denominado de clina saltada (Step
cline). A variagdo clinal ¢ definida como modificacdes de uma ou mais caracteristicas do
fendtipo ao longo da distribuicdo, resultante de selecdo natural diferenciada nos extremos de
seu gradiente (HUXLEY, 1938; FUTUYMA, 2002). E mais provavel que a adaptagdo tenha
ocorrido paralelamente com o isolamento historico dos grupos Nordeste e Sudeste-Sul,
resultando, posteriormente, nos cinco grupos geograficos revelados pela Andlise
Discriminante, correspondentes as cinco espécies definidas tanto geneticamente quanto
através de padrdes de manchas.

Informagdes mais detalhadas sobre os cantos das espécies do grupo de Phyllomedusa
burmeisteri serdo fundamentais para testar o padrdo fenotipico aqui proposto. A analise da
associacdo deste padrdo com varidveis ambientais serd também de grande importancia para
confirmar a hipdtese levantada a partir deste estudo (e também a partir dos estudos
filogenéticos correlatos a este) de um isolamento histérico com posterior adaptacdo local, ou
para refutar essa hipdtese e confirmar apenas o isolamento histdrico, sem adaptagao posterior.
E importante ressaltar que, devido a forte concorddncia entre os padrdes geograficos de
variagdo genéticos e fenotipicos aqui discutidos, considera-se mais provavel a hipdtese do

isolamento histdrico com posterior adaptagdo local.
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Figura 23: Padrdes concordantes de diversificagdo genética e fenotipica para o grupo de
Phyllomedusa burmeisteri. a) variagdo morfoldgica proposta no presente estudo. A: Grupo
Nordeste (P. burmeisteri e P. bahiana); B: grupo Sudeste-Sul (P. distincta, P. teraploidea ¢
P. iheringii); b) varia¢do no padrdo de vocalizagdo. A: sonograma do canto de anuncio com
notas unicas, pulsos geralmente agrupados aos pares e espagamento irregular — P. distincta, P.
iheringii e P. tetraploidea (sonograma da figura), modificado de Pombal & Haddad (1992);
B: sonograma do canto de anuncio com espagamento regular e de notas unicas com pulsos
agrupados em triades (P. bahiana; sonograma da figura) ou de notas duplas com pulsos
isolados ou em triades (P. burmeisteri), modificado de Silva-Filho & Junca (2006); ¢) arvore
filogenética de sequéncias nucleares mostrando dois clados bem suportados, adaptada de
Brunes e colaboradores (2010). A: clado Norte (P. burmeisteri e P. bahiana); B: clado
Sudeste-Sul (P. distincta, P. iheringii ¢ P. tetraploidea). A area de transi¢do (localizada entre
os estados de Sdo Paulo e Parand) coincide com fronteiras biogeograficas reconhecidas para
diversos grupos animais da Mata Atlantica.
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