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RESUMO

A Mata Atlantica Brasileira apresenta ampla distribui¢do e diferengas regionais na
composi¢do de suas paisagens, favorecendo alta diversidade e endemismo. O grupo de
espécies de Rhinella crucifer é endémico a este bioma, e distribui-se através de todo seu
dominio. O grupo € composto por cinco morfoespécies, definidas com o auxilio da
morfometria tradicional. Recentemente foi encontrado que apenas trés destas
morfoespécies correspondem a linhagens genéticas exclusivas. Neste trabalho ¢
proposta uma releitura da variac¢do fenotipica das espécies de Rhinella do grupo crucifer
com base na morfometria geométrica, uma técnica moderna capaz de detectar padrdes
de variagdo mais refinados. Tanto em analise realizada com peso igual para variacdes de
forma globais e locais, quanto em analise que valoriza apenas variagdes localizadas
houve a formago de dois grupos; um contendo morfoespécie Rhinella henseli e outro
formado pelo restante das morfoespécies. A alta sobreposicdo encontrada neste segundo
grupo evidencia grande semelhanga na forma craniana, sendo R henseli a morfoespécie
mais diferente do grupo. Este resultado é condizente com os achados genéticos recentes,
podendo- se concluir que a variagdo fenotipica no grupo € acompanhada pela a variagio
genética. Um estudo futuro com amostragem mais representativa e aprimoramento na
metodologia podera contribuir para uma melhor compreensio da diversificagdo

morfologica nesse grupo de espécies em escala mais fina.



1. INTRODUCAO

Estudos realizados nas ultimas décadas revelam que a regifo neotropical abriga a
mais rica fauna de anfibios anuros do mundo (DUELLMAN, 1992; HEYER et al.,
1990; SILVANO & SEGALLA, 2005), com o Brasil apresentando 821 espécies (SBH,
2008) das quais cerca de 450 ocorrem na Mata Atlantica Brasileira (HADDAD et al.,
2008). Este bioma ocupava originalmente cerca de 150 milhdes de hectares distribuidos
em condi¢des ambientais heterogéneas. A ampla variagdo latitudinal, incluindo regides
de clima tropical e subtropical, acarreta em diferencas na composic¢do de suas paisagens
(RIBEIRO et al., 2009) e favorece alta diversidade e endemismo; estimativas indicam
que este bioma abrigue de 1 a 8 % do total de espécies do mundo (SILVA &
CASTELETI, 2003). Entretanto, este bioma sofreu exploragdo de diversas riquezas por
séculos (LAURANCE, 2009) e atualmente encontra-se ameagado por grandes
concentracdes humanas e pdlos industriais (EMBRAPA, 1996), com somente 1% de sua
distribuicéo original em areas protegidas (LAURANCE, 2009).

A destruicdo de habitat, juntamente com mudangas climaticas, aumento na
radiagdo UV-B e doengas causadas por fungos, sdo considerados responsaveis pela
reducdo e extingdo de populagdes de anfibios por todo o mundo (BEEBEE &
GRIFFIHS, 2005), tornando este grupo mais ameacgado que aves ou mamiferos
(STUART et al., 2004). A familia Bufonidae apresenta diversos géneros ameagados
(YOUNG et al., 2001), e estudos sistematicos e taxonomicos sdo imprescindiveis em
qualquer grupo bidtico como base para tragar politicas adequadas de conservagdo
(NARVAES, 2003). O emprego de morfometria tradicional tem auxiliado em estudos
de variagdo morfologica e taxonomia em diversos Bufonideos. Exemplos estdo na
separacdo das espécies do complexo norte americano Anaxyrus microscaphus (p.e.
GERGUS, E. W. A. et al., 1997), e também no complexo neotropical de Rhinella
granulosa NARVAES, 2003).

O grupo de Rhinella crucifer era considerado monotipico até recentemente
(FROST, 2009). Apos revisdo taxonomica incluindo uma amostragem ampla, cinco
espécies morfologicas (morfoespécies) foram delimitadas segundo caracteres
morfoldgicos e morfométricos: Rhinella crucifer Wied-Neuwied, 1821 foi mantida da

descricdo original; Rhinella ornata Spix, 1824 e Rhinella henseli A.Lutz, 1934 foram



revalidadas; e Rhinella abei e Rhinella pombali foram descritas (BALDISSERA et al.,
2004) (fig.1).

Figura 1: As cinco morfoespécies do grupo observadas em preservativo, em visao
dorsal da cabeca (modificado de Baldissera et al., 2004), e “in vivo”. “A”: Rhinella
crucifer; “B”: R. pombali; “C”: R. ornata; “D”: R. abei e “E”: R. henseli.



O grupo de Rhinella crucifer distribui-se através do dominio da Mata Atlantica
do estado do Ceara ao estado do Rio Grande do Sul, Paraguai e nordeste da Argentina.
Dentre as cinco morfoespécies, trés apresentam distribui¢cdes sem sobreposi¢io:
Rhinella crucifer ocorre desde o estado do Ceara ao sul do estado do Espirito Santo e
nordeste do estado de Minas Gerais; R. ornata esta distribuida no sul do estado do
Espirito Santo, nos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, até ao norte do estado do
Parana e, possivelmente, no nordeste da Argentina (provincias de Missiones e
Corrientes); e R. pombali restringe-se ao estado de Minas Gerais ¢ areas de fronteira
com os estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo (BALDISSERA ez al., 2004). Ja as
distribuicdes de R. henseli e R. abei apresentam-se parcialmente sobrepostas, sendo R.
henseli encontrada desde o interior do estado do Parana ao Rio Grande do Sul
(BALDISSERA et al. 2004, LIMA et al., 2005) e R. abei nos estados do Paran4 e Santa
Catarina, principalmente nas regides costeiras (BALDISSERA et al., 2004) (fig. 2A). A
distribui¢do destas morfoespécies parece corresponder com a subdivisdo da mata
Atlantica por Lynch (1979) em sete subunidades que correspondem as principais areas

de endemismo dos anuros.

R.crucifer

R.pombali, %

2% Area de distribuigdo das morfoespécies . Rhinella crucifer . Rhinella ornata i Rhinella henseli

Figura 2: Distribuicio geografica das cinco espécies de Rhinella do grupo crucifer.
“A” Mapa da area de distribuicio das morfoespécies do grupo Rhinella crucifer



baseado em Baldissera et al., 2004; “B” distribuiciio da espécies do grupo segundo
Thomé et al., submetido.

Apesar da delimitagdo das cinco morfoespécies atuais, o grupo apresenta-se
extremamente polimoérfico, sendo evidéncia disso os muitos outros morfotipos descritos
anteriormente na literatura (FROST, 2009). Estas variagdes vém confundindo autores ao
longo de muitos anos, resultando em um histdrico vasto de nomes propostos e
sinonimias (ver em BALDISSERA, 2001). Um exemplo de caracteristica polimoérfica
refere-se ao nome crucifer Wied-Neuwied, 1821, originalmente designado em
referéncia a um padrdo de cor encontrado no dorso de alguns individuos
(BOKERMANN, 1966), mas que esta presente e ausente em todas as populagdes
conhecidas do grupo (BALDISSERA et al., 2004). Outras variacdes morfoldgicas
podem estar também baseadas em caracteres sem sinal evolutivo; recentemente, o grupo
foi avaliado quanto a sua composi¢ao genética e apenas trés espécies podem ser
mantidas se considerado o conceito filogenético de espécie: Rhinella crucifer, R. ornata
e R. henseli (THOME et al., submetido). Segundo este estudo, parte dos individuos
classificados anteriormente como R. pombali pertencem a linhagem de R. crucifer, e
parte & linhagem de R. ornata. Rhinella abei corresponde a um subclado contido na
linhagem de R. ornata, e Rhinella henseli representa uma linhagem genética exclusiva
(Fig. 2 “B”, adaptado de THOME e al. submetido). Existe ainda evidéncia de que
fatores ambientais locais possam também influenciar na morfologia dos animais, visto
que o grupo apresenta uma variacio latitudinal em rela¢do ao comprimento do corpo

(BALDISSERA et al., 2004), (fig. 3).

Figura 3: Comparacio do comprimento entre as cinco espécies de Rhinella do
grupo crucifer. (todos os exemplares &'; da esquerda pra direita: Rhinella crucifer,
R. pombali, R. abei, R. ornatus, R. henseli).



A recente delimitagio das espécies de Rhinella do grupo crucifer contribuiu para
uma primeira avaliagdo de sua diversificacdo na Mata Atlantica, fornecendo uma
hipotese inicial de trabalho. Entretanto, frente as novas informacdes geradas, faz-se
necessaria uma releitura da variagdo fenotipica no grupo através do uso de técnicas mais
poderosas, para que seja possivel um melhor entendimento de sua diversificagdo no
bioma. Atualmente, o campo da morfometria encontra-se em desenvolvimento
conceitual e metodoldgico (REIS & MONTEIRO, 1999), e técnicas mais modernas de
coleta de dados podem acarretar em um aumento de resolucdo. Através da morfometria
geométrica € possivel averiguar, por exemplo, a variagdo morfoldgica entre individuos
sem que haja interferéncia do tamanho, pois apenas a forma pura ¢ analisada (REIS &
MONTEIRO, 1999). Assim, o objetivo deste estudo € investigar a variagdo fenotipica
dentro do grupo de Rhinella crucifer, reavaliar a existéncia das morfoespécies e
verificar sua correspondéncia com as principais linhagens genéticas recentemente

encontradas o grupo.



2. OBJETIVOS

A principal questdo a ser respondida no presente trabalho é: a variagéo
fenotipica ¢ compativel com as morfoespécies atualmente aceitas e/ou com a variagao
genética no grupo? Como hipoéteses alternativas propdem-se: i) variagdo fenotipica
existe, mas ¢ clinal e continua, ndo se apresentando em unidades correspondentes as
espécies ou linhagens; ii) a variagdo fenotipica existe, ndo € clinal, mas ndo corresponde
as espécies ou linhagens (com averiguagdo das possiveis fontes causadoras) ou ainda iii)
a variag@o fenotipica caracteriza-se por polimorfismos sem distribui¢do geografica

especifica.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Classificacao das espécies e Amostragem

Foram analisados um total de 27 individuos do sexo masculino das cinco
espécies que compdem o grupo, distribuidos ao longo de 18 localidades (tabela 1,
figura 4). Todos os espécimes estdo depositados na cole¢do Célio Fernando Baptista
Haddad (CFBH), Departamento de Zoologia, Univesidade Estadual Paulista, Campus

de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil.

TABELA 1: Niimero de individuos e coordenadas de latitude e longitude para
cada uma das 18 localidades amostradas no estudo.

LOCALIDADES, ESPECIE NUMERO DE LATITUDE LONGITUDE

U.F. INDIVIDUOS

Itanhaem, SP R. ornatus 1 -24.183460 -46.789458
Capao Bonito, SP  R. ornatus 1 -24.003998 -48.339266
Ilha Bela, SP R. ornatus 1 -23.917076 -45.323885
Iporanga, SP R.ornatus 1 -23.439164 -47.424532
Cananéia, SP R. ornatus 1 -25.024353 -47.932267
Caraiva, BA R. crucifer 1 -16.800000 -39.150000
Aurelino Leal, BA  R. crucifer 1 -14.360787 -39.408552
I1héus, BA R. crucifer 1 -14.727980 -39.035521
B. Horizonte, MG R. pombali 1 -19.815731 -43.954223
Cristina. MG R. pombali 2 -22.209178 -45.271985
Vitoria, ES R. crucifer 1 -20.322186 -40.338089
C. da Barra, ES R. crucifer 1 -18.592569 -39.734653
Morretes, PR R. abei 1 -25.476311 -48.835779
Blumenau, SC R. abei 2 -26.918996 -49.066078
Anitapolis, SC R. abei e 6 -27.902458 -49.129065

R.henseli

Rio dos Cedros, R. abei 3 -26.738244 -49.272623
SC

Itapema, SC R. abei 1 -27.090960 -48.611995

Treviso, SC R. abei 1 -28.513920 -49.457338




—
S

Figura 4: Mapa ilustrativo das 18 localidades amostradas no estudo (circulos
vermelhos), cobrindo a area de distribuicdo das cinco espécies do grupo.
3.2 Obtencao das Radiografias

Para a avaliagdo fenotipica do grupo foram analisados apenas os cranios dos
animais. Para isso, obtivemos radiografias no Laboratorio de Odontologia Comparada
(LOC), Departamento de Clinica Cirurgica, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo FMVZ-USP. Seguimos um protocolo
padronizado dividido em trés etapas: posicionamento da cabeca dos exemplares,
obtencio das radiografias e revelacao dos filmes.

O posicionamento da cabe¢a dos exemplares foi feito através da técnica de
Paralelismo (CESAR, LASCALA & MATSON, 2002), que consiste em posicionar a
linha da maxila inferior do animal paralelamente ao filme radiolégico (oclusal #4
KODAK® e periapical KODAK®) e a saida do cone de radiagdo do aparelho. Para
obtermos o paralelismo usamos um suporte de acrilico com base flexivel onde o filme
era apoiado, e para a abertura de saida da radiagdo usamos uma régua posicionando esta

sempre a uma distadncia de dez centimetros do exemplar a ser radiografado. Apds o
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posicionamento do espécime, as radiografia foram tiradas com o aparelho ASTON
COLUNA MOVEL FLEX de 70 kV ¢ 7 mA. O tempo de exposi¢io ao cone de radia¢io
a que cada exemplar foi submetido foi de 0,8 segundos. Cada filme radiolégico foi
submetido a um tratamento quimico para a obteng@o da imagem. Esse tratamento
consistiu da imersdo de cada filme, separadamente, em solucgio reveladora (KODAK®)
por 10 segundos, seguido de breve imersdo em dgua, ¢ por ultimo imersao em solucéo
fixadora (KODAK®) por 10 minutos. Todo o processo de revelagéo foi realizado dentro
de caixa escura. Em seguida, os filmes foram colocados em &gua corrente para se retirar

o excesso dos reagentes, e colocados para secar.

3.3 Definicoes dos Marcos Anatomicos e Coleta dos Dados

Para analisar a variacdo na forma do cranio entre os individuos das cinco
espécies estudadas, foram definidos marcos anatdmicos (‘“landmarks”) nas imagens
digitalizadas das radiografias. O procedimento foi adaptado de Clemente-Carvalho et al.
(2008). As radiografias foram digitalizadas com uso de uma camera digital NIKON®
12.0 Megapixels e Negatoscopio LUMATRON®. Marcos anatomicos foram definidos
nas imagens digitalizadas usando o software #psDig (F.J.ROHLF, http: //
life.bio.sunysb.edu/morph). Estes marcos foram escolhidos seguindo critério de certeza
de identificagdo (mesmos pontos em todas as imagens) e, portanto foram assumidos
como homologos. Por causa da simetria, s6 foram definidos marcos para o lado
esquerdo da imagem do cranio, método amplamente aceito (LARSON, 2004;
FABREZI, 2006; STAYTON & RUTA, 2006). Foi definido um total de 12 marcos
(Fig. 5): (1) Topo do rostro; (2) Jungdo do osso nasal com a maxila superior; (3) Jungdo
do osso nasal com a borda anterior do olho; (4) Ponto de sobreposi¢do da borda lateral
do olho com o osso neopalatino (inferior); (5) Jun¢do do osso, localizado entre a maxila
e 0 0sso quadrojugal, com a maxila; (6) Juncdo do osso, localizado entre a maxila e 0sso
quadrojugal, com o quadrojugal; (7) Ponta mais exterior do osso quadrojugal; (8)
Juncdo do osso esquamosal com o osso quadrojugal; (9) Ponto de sobreposi¢do da borda
inferior olho com o osso pterigdide (inferior); (10) Topo da crista pos-orbital; (11)
Borda interna mais proeminente do cdndilo occipital; (12) Jungdo entre os dois 0ssos

nasais, direito e esquerdo, com os dois ossos frontoparietais.
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Figura 5: Marcos anatomicos (circulos vermelhos) tomados na regidao craniana
dorsal das espécies de Rhinella gr. crucifer (CFBH 13370). Escala 15mm (barra a
direita).

3.4 Analises dos dados

3.4.1 Alinhamento das Coordenadas e Obtencio do “Consensus”.

33 LR

Para cada imagem obtida, as coordenadas “x”-“y” que definem os marcos
anatomicos foram padronizadas em uma etapa conhecida como alinhamento. No
alinhamento sfo retiradas as diferencas de orientagdo, posi¢do e de escala, rotacionando
as imagens através de um critério de otimizagdo, sobrepondo os centrdides de todas as
imagens e proporcionalizando todos os individuos. Como critério, foi minimizada a
soma dos quadrados das distancias entre os marcos associado com o procedimento de
Procrustes (BOOKSTEIN, 1991), gerando uma configuracdo consenso (Consensus) a
partir das medidas médias das coordenadas alinhadas (ROHLF & SLICE, 1990). Este
método faz uma aproximagdo linear entre o espago de forma curva e o espaco
Euclidiano pela defini¢do do ponto de menor tangéncia (BOOKSTEIN, 1991) e contém

todas as informagdes de variabilidade na forma.

3.4.2 Obtencéo de Variaveis de Forma parciais e os Valores de “a”
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Autovetores sdo eixos multidimensionais de deformagdes principais que
explicam as possiveis variagdes localizadas no cranio em diferentes escalas
geométricas. Para obtengdo dos autovetores foi formada uma matriz de energia de
transformagdo com as fungdes das distdncias entre os marcos ¢ a configuragio
consenso. Essa matriz foi decomposta, produzindo os autovetores e uma matriz diagonal
de autovalores reais. As coordenadas x-y alinhadas foram entdo projetadas nestes eixos
de deformacdes principais, produzindo as variaveis de forma parciais (Partial Warps).
Apos a obtengdo destas variaveis, uma matriz de deformagdes parciais (matriz das
variaveis de forma) foi definida com W= VE /-a/2, onde “V” ¢ a matriz das
coordenadas de cada espécie (expressa como desvios em relacéo a configuragéo
consenso); “E” é a matriz das deformagdes principais, ¢ “ » a matriz dos autovalores.
Nessa formula, o expoente “a” permite a atribui¢do de “pesos” diferentes as variaveis
de forma parciais em relago a escala espacial. Utilizando-se o = 1, maior peso ¢ dado
para marcos espacialmente mais distantes, e utilizando-se o = -1 maior peso é dado para

marcos espacialmente mais proximos.

3.4.3 Relative Warps

Foram obtidas 18 variaveis de forma parciais (2p — 6 = numero de variaveis de
forma parciais, onde “p”= niimero de marcos = 12). A redu¢@o de dimens&o destas
variaveis foi realizada através da analise de deformagio relativa (relative warps
analysis) (BOOKSTEIN, 1991; ROHLF, 1996). Esse tipo de analise nada mais ¢ que
uma analise de componentes principais da matriz das variaveis de forma parciais, e
evidencia a principal dire¢do da varia¢do na forma (REIS & MONTEIRO , 1999).
Assim, as diferencas de forma entre os cranios das populagdes do grupo Rhinella
crucifer foram visualizadas como deformagdes projetando-se cada escore das 18
variaveis de forma obtidas nesses eixos relativos de deformagao (ROHLF et al., 1996).
Este procedimento ¢ rotineiramente usado para visualizar padrdes e tendéncias de
variagdo morfologica no formalismo da morfometria geométrica (ROHLF, 1993;
LARSON, 2004; CLABAUT et al., 2007). Para todos os passos das analises foram
usados os softwares #gpsUTIL e tpsRELW (F.J.ROHLF, http: //
life.bio.sunysb.edu/morph).
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4. RESULTADOS

4.1 Alinhamento das Coordenadas e o “Consensus”
O alinhamento das coordenadas dos marcos anatdmicos para todos os individuos

(andlise de Procrustes) gerou uma configurag@o consenso (figura 6).

2
&
k3

B ¥

Figura 6: “A” Disposicdo dos 12 marcos anatomicos definidos em imagem

craniana; “B” Dispersio dos marcos de cada individuo componente da amostra
(pontos brancos) em relaciio a configuracio consenso (pontos pretos). Niimeros
correspondendo aos marcos previamente definidos (para definicdo ver o texto).

4.2 Deformacgdes Relativas

A ordenacgdo das amostras populacionais das morfoespécies do grupo Rhinella
crucifer nos espagos reduzidos aos dois primeiros eixos, que descrevem as principais
diregdes da variagdo total na forma craniana, e a visualizagdo da variagdo da forma
craniana das morfoespécies em grades de deformacéo, ¢é ilustrada nas figuras 7 a 11.

Nas figuras de analise de ordenacdo, os poligonos delimitam as cinco morfoespécies do

grupo.
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4.2.1 Alpha igual a Zero

Para dados analisados com a alpha igual a zero (a=0), no qual as mudangas de
forma do cranio tanto em larga escala como em pequena escala tem o mesmo peso, os
dois primeiros eixos explicaram 56,67% (tabela 2). As amostras apresentaram ampla
sobreposicdo com exce¢do das amostras correspondentes a espécie Rhinella henseli, que
ficou posicionada no extremo positivo do segundo eixo de deformagio relativa (RW?2)

(Fig. 7).

Tabela 2: Coeficientes dos seis primeiros eixos de variacio gerados na analise de
forma, o = 0.

"EIXOSDE ~ VARIANCIA  VARIANCIA ~ VARIANCIA
VARIACAO EXPLICADA  ACUMULADA
(%) (%)
1 0.24521 33.32% 33.32%
2 0.20526 23.35% 56.67%
3 0.13392 9.94% 66.61%
4 0.11601 7.46% 74.07%
5 0.10477 6.08% 80.15%
6 0.08609 4.11% 84.26%
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pal
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Figura 7: Ordenacdo das populacdes das cinco morfoespécies no espaco do
primeiro e segundo eixo de deformacéo relativa, pesados para o = 0. Nessa figura
cada ponto representa a posicdo de um individuo. Poligonos delimitam
morfoespécies. Rhinella crucifer (verde); R. pombali (vermelho); R. ornata (azul);
R. abei (amarelo) e R. henseli (rosa).
4.2.2 Alphaigual a 1

Para a analise feita com alpha igual a um, na qual é dado maior peso para

mudangas de forma em marcos espacialmente mais distantes, os primeiros dois eixos de

deformacao relativa explicam 74,19% da variagio total da forma do cranio (tabela 3).

Tabela 3: Coeficientes dos seis primeiros eixos de variacio gerados na analise de

forma para o = 1.

EIXOS DE VARIANCIA VARIANCIA VARIANCIA
VARIACAO EXPLICADA (%) ACUMULADA
(%)

1 0.12071 55.37% 55.37%

2 0.07038 18.82% 74.19%

3 0.04929 9.23% 83.42%

4 0.03615 4.97% 88.39%

5 0.03228 3.96% 92.35%

6 0.02641 2.65% 95.00%
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A ordenacdo das amostras promoveu um agrupamento de todos os pontos. As
amostras correspondente a espécie R. crucifer se sobrepuseram com todas as outras
espécies do grupo; R. ornata se sobrepds com as espécies R. crucifer € R. henseli; R
abei sobrepds-se somente com R. crucifer € R. pombali; R. henseli se sobrepds com R.
ornata e levemente com R. crucifer e a amostra de R. pombali sobrepds somente com as

da espécies R. crucifer e R. abei (Fig. 8).

1 RW2
(18.82%)

RW1
. (55.37%)

Figura 8: Ordenacio das populacdes das cinco morfoespécies no espaco do
primeiro e segundo eixo de deformacio relativa, pesados para o = 1. Nessa figura
cada ponto representa a posicao de um individuo. Poligonos delimitam
morfoespécies. Rhinella crucifer (verde); R. pombali (vermelho); R. ornata (azul);
R. abei (amarelo) e R. henseli (rosa).

Quanto a contribui¢do de cada marco para a variagdo na forma craniana com
peso maior para mudangas relacionadas a marcos espacialmente mais distantes, os
marcos anatomicos 8 (Jungdo do osso esquamosal com o osso quadrojugal) e 9 (Ponto
de sobreposi¢do da borda inferior olho com o osso Pterigoide (inferior)) foram aqueles

que mais contribuiram para a variagdo da forma do crénio entre essas espécies nessa

analise (Tabela 4, Fig. 9).

Tabela 4: Contribuicio relativa de cada marco para a variacio da forma craniana
das espécies estudadas, para alpha igual a um (o = 1).
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LANDMARK CONTRIBUICAO LANDMARK CONTRIBUICAO
1 0.00648 7 0.07132
2 0.06994 8 0.22595
3 0.12671 9 0.24396
4 0.02266 10 0.02081
5 0.06357 11 0.00704
6 0.12469 12 0.01688
A 11
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Figura 9: Grades de deformacio geradas a partir da configuracido consenso para
as cinco morfoespécies ao longo dos dois primeiros eixos de variacdo. Os Niumeros
correspondem aos marcos anatdmicos. As elipses vermelhas indicam marcos de
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maior variacio. A) Rhinella crucifer. B) Rhinella pombali. C) Rhinella ornata. D)

Rhinella abei. E) Rhinella henseli.

4.2.3 Alpha igual a menos Um

Para a analise feita com alpha igual a menos um (0=-1), na qual mudangas na

forma em pequena escala t€m mais peso, os dois primeiros RW explicaram 51,82% da

variagao total da forma do cranio (Tabela 5).

Tabela 5: Coeficientes dos seis primeiros eixos de variacio gerados na analise de

forma para o = -1.

EIXOS DE VARIANCIA
VARIACAO

1 0.85468

2 0.71780

3 0.59613

4 0.43336

5 0.41532

6 0.32378

VARIANCIA
EXPLICADA (%)

30.39%
21.43%
14.78%
7.81%
7.18%
4.36%

VARIANCIA
ACUMULADA
(%)

30.39%

51.82%

66.60%

74.41%

81.59%

85.95%

Ocorreu alta sobreposi¢ao entre as amostras de quatro espécies no extremo

positivo do primeiro eixo de deformagio relativa, R. crucifer - R. ornata - R. abei e R.

pombali. No extremo negativo do primeiro eixo ocorre uma leve sobreposi¢cdo entre as

populagoes de R. henseli e R. ornata (Fig 10).
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Figura 10: Ordenacio das populacdes das cinco morfoespécies no espaco do
primeiro e segundo eixo de deformacao relativa, pesados para a = -1. Nessa figura
cada ponto representa a posicdo de um individuo. Poligonos delimitam
morfoespécies. Rhinella crucifer (verde); R. pombali (vermelho); R. ornata (azul);
R. abei (amarelo) e R. henseli (rosa).

Quanto a contribui¢do de cada marco para a variagdo na forma craniana, com
peso maior para mudangas em pequena escala, os marcos anatomicos 8 ¢ 9 também
foram aqueles que mais contribuiram para a variacdo da forma entre essas espécies

nessa analise (Tabela 6, Fig. 11).

Tabela 6: Contribuicio relativa de cada marco para a variacio da forma craniana
das espécies estudadas, para alpha igual a menos um (a = -1).

LANDMARK CONTRIBUICAO LANDMARK CONTRIBUICAO
1 0.01923 7 0.07763
2 0.09258 8 0.15373
3 0.13070 9 0.14903
4 0.05818 10 0.06884
5 0.07530 11 0.02891
6 0.11214 12 0.03374
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Figura 11: Grades de deformacio geradas a partir da configuracio consenso para
as cinco morfoespécies ao longo dos dois primeiros eixos de variacdo. Os Numeros
correspondem aos marcos anatdomicos. As elipses vermelhas indicam marcos de
maior variacdo. A) Rhinella crucifer. B) Rhinella pombali. C) Rhinella ornata. D)
Rhinella abei. E) Rhinella henseli.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O emprego da morfometria tradicional tem auxiliado em estudos de varia¢do
morfoldgica de diversos grupos de animais, incluindo o grupo de Rhinella crucifer (ver
em BALDISSERA et al., 2004). Entretanto, frente as informagdes genéticas
recentemente obtidas, faz-se necessaria uma releitura da variagéo fenotipica neste
grupo. Para isso, a morfometria geométrica pode ser uma ferramenta mais adequada do
que a morfometria tradicional, pois vem contribuindo na descri¢cdo de padrdes mais
refinados de variagdo morfologica (FABREZI, 2006; STAYTON & RUTA, 2006). Por
exemplo, um estudo comparativo entre essas duas metodologias com peixes do género
Plagioscion (VIANA et al., 2006) encontrou que a diferenciacio de padrdes de
dimorfismo sexual s6 é possivel com a morfometria geométrica, demonstrando seu
maior poder de analise.

A analise de deformacdes relativas (Relative Warps analysis) permite que a
variacdo global e local seja observada separadamente, ou seja, a contribuicdo das
mudangas na posi¢do dos marcos que estdo espacialmente mais proximos e mudangas
na posi¢do dos marcos que sdo espacialmente mais distantes. Quando esta analise foi
realizada enfatizando-se as variagdes de forma sem escala (o= 0) com posterior proje¢éo
das variaveis de forma nos eixos obtidos, houve a formagdo de dois grupos distintos ao
longo dos dois primeiro eixos, um contendo as espécies Rhinella crucifer, R. pombali,
R. ornata e R. abei, localizado ao longo do RW1, e outro formado somente pela espécie
R. henseli, localizado no extremo positivo do RW2. Resultado semelhante foi
encontrado na analise das variagdes enfatizando uma escala local com alpha igual a
menos um (o = -1), ouseja, alta sobreposicdo entre as mesmas quatro espécies (Rhinella
crucifer — R. pombali — R. ornata e R. abei) no extremo positivo do primeiro eixo de
deformac@o relativa (RW1), e grupo amostral da morfoespécie R. henseli ficou
localizado no extremo negativo do “RW1”, apresentando uma leve sobreposi¢do com o
poligono correspondente a R. ornata. A sobreposi¢do das morfoespécies Rhinella
crucifer, R. pombali, R. ornata e R. abei reflete a grande semelhanca na forma de seus

cranios.
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Ja quando as analises foram feitas usando variaveis calculadas com o uso de a
=1, ou seja, maior énfase foi dada as variagcdes na forma entre os marcos espacialmente
mais distantes, uma situacéo diferente foi obtida. Ocorreu alta sobreposicdo das
amostras ao longo de todo o primeiro eixo de deformagido (RW1); o poligono
correspondente a espécie R. crucifer, localizado na regido central dos dois eixos,
sobrepds-se aos das quatro outras espécies, R ornata agrupou-se com R. crucifer ¢ R.
henseli na parte negativa do RW1, R. henseli também formou um agrupamento na parte
negativa do RW1 com R. crucifer e R. ornata. J& Rhinella pombali agrupou-se na parte
negativa do RW2 com os poligonos da espécies R. crucifer e R. abei e essa sobrep0s-se
a R. crucifer e R. pombali na parte positiva do RW1. Logo, os resultados encontrados
mostram que a variagdo de forma entre os cranios das morfoespécies em questio esta
concentrada em regides especificas locais, sendo que esta variacdo ndo ¢ evidente em
escala global. De fato, na visualizac¢do da direcdo principal em que ocorre variagdo na
forma como deformacdes em uma grade, a variagdo parece estar contida principalmente
em dois marcos proximos, situados na regido de jungdo entre maxilas.

Os resultados encontrados sdo altamente notaveis, uma vez que concordam em
grande parte com aqueles encontrados por Clemente-Carvalho ef al., 2008 para outro
anuro, a espécie Brachycephalus ephippium. Nesse estudo, a andlise feita dando-se
maior énfase as mudangas dos marcos espacialmente mais distantes (o = 1), obteve
como resultado uma alta sobreposi¢do entre as amostras analisadas sem nenhuma
variacdo distinguivel, semelhante ao o que obtivemos. Ja para as analises feitas
enfatizando-se mudangas dos marcos espacialmente mais proximos, em ambos 0s
estudos ocorreu a distingdo de dois grupos ao longo dos eixos de deformagdes. Estes
resultados, segundo Clemente-Carvalho et al., 2008, seriam relacionados a questdes de
alometria das amostras, ou seja, € observado que a variacdo na forma ¢ dependente da
escala e espacialmente localizada em estruturas morfoldgicas complexas (CLEMENTE-
CARVALHO et al., 2008).

Segundo as variaveis de forma e das técnicas formais da morfometria
geométrica, a sobreposicdo observada para quatro espécies, Rhinella crucifer - R.
pombali — R. ornata e R. abei, pode ser atribuida a grande semelhanca entre a forma dos
seus cranios. Este achado ¢ concordante com a morfologia conservativa observada em
anuros (HEYER, 1979; AUSTIN et al., 2002; LOUGHEED et al., 2006). A Quanto a R.
henseli, ha grande relevancia nos dados obtidos uma vez que a diferenciacdo dessa

espécie baseada nas caracteristicas morfoldgicas em relagéo as outras espécies do grupo
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corrobora os resultados obtidos por Thomé et al., submetido, no qual R. henseli
corresponde a uma linhagem genética tinica localizada no extremo sul da area de
distribui¢do.

Uma “clina” pode ser definida como modificag¢des graduais de uma
caracteristica do fendtipo de uma espécie ao longo de sua distribui¢io (HUXLEY
1938), resultante do efeito de duas forgas: selecdo natural diferenciada nos extremos de
um gradiente ecologico, e fluxo génico entre os individuos ao longo deste gradiente. A
variacdo fenotipica encontrada para o grupo como um todo pode ser caracterizada como
uma varia¢do n2o continua, com um quebra morfologica entre R. henseli e o grupo
formado pelas quatro morfoespécies restantes, ou seja, ndo clinal. No entanto, é possivel
que exista variacdo clinal dentro do grupo que engloba as morfoespécies restantes,
como encontrado para trés outras espécies pertencentes a familia Bufonidae (ASHTON,
2002b). Para examinaresta hipotese seriam necessarias mais amostras, e analises
concatenadas com outras variaveis (i.e. caracteristicas geograficas e/ou pardmetros
climaticos biologicamente relevantes (CVETKOVIC et al., 2008) seriam interessantes
para resolver esta questdo. Por outro lado, os resultados fazem sentido se considerarmos
que o alto grau de divergéncia entre R. henseli e as outras espécies do grupo pode estar
dificultando o fluxo génico entre estes grupos. A sobreposi¢do das outras morfoespécies
pode estar relacionada com a menor divergéncia genética entre elas. Como conclusio,
seguindo a metodologia usada, os dados obtidos e os tipos de andlises feitas, temos que
a variag@o fenotipica parece corresponder com a variacdo genética, e ndo com as
morfoespécies previamente definidas por Baldissera et al., (2004). No entanto, devido
ao baixo numero de amostras utilizadas ¢ possivel que os resultados encontrados ndo
sejam representativos da situacfo real no grupo. Ha também a possibilidade de que os
marcos tomados sejam insuficientes para evidenciar toda complexidade da forma
craniana (BURGIO ez al., 2009), o que modificaria o resultado mascarando a real
situag@o para o grupo crucifer de espécies. Logo, vé-se necessario, futuramente, uma
reavaliagdo do presente trabalho assumindo um nimero amostral maior, tanto em
numero de individuos como em niimero de localidades, pois uma vez aumentado
adequadamente o tamanho da amostra o poder da analise estatistica também sera
aumentado (HAIR ez al., 2009) e uma maior quantidade de marcos tomados ao longo da
estrutura analisada. Também dever ser consideradas possiveis inovagdes desenvolvidas
para a metodologia aqui usada, diminuindo erros de medida. As respostas angariadas

com presente trabalho podem contribuir com a criagéo de uma base de dados
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importantes para analises e inferéncias posteriores, como por exemplo, para estudos de
diversificagdo no bioma da Mata Atlantica. O conhecimento basico dos processos
promotores da biodiversidade ¢ de fundamental importancia para que seja possivel

fundar adequadamente possiveis estratégias de conservagao.
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