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Obijetivos:

- Determinar e comparar a variagdo interpopula¢idoa caracteres morfologicos e morfométricos de
S. perereca

- Determinar e comparar a variagao interpopulat¢idoa caracteres bioacusticos da espécie.

- Determinar e comparar a variacao interpopula¢idassequéncia nucleotidica da regido do terminal
5" do gene mitocondriaCitocromo Oxidase Subunidade(DNA barcod¢ dos individuos deS.
perereca

- Determinar a distribuicdo geogréfica 8lepererecano longo do gradiente latitudinal e altitudinasno

dominios da Mata Atlantica.

Justificativa:

A sistemética é a ciéncia da biodiversidade. Srgdaaotidiana consiste no reconhecimento e
caracterizacdo dos grupos (taxons) naturais e sg@ani@aacdo em um sistema a0 mesmo tempo
coerente e pratico (VANZOLINI, 1993). A parte atiel da sistemética € chamada de taxonomia e de
acordo com a categoria taxonémica envolvida podedmdi-la em macro e micro-taxonomia. O
estudo de populagbes locais e de sua compartindentaQ espécies € o campo da micro-taxonomia
(MAYR & ASHLOCK, 1991).



O conceito biolégico primordial em taxonomia € opigulacado local. Este conceito deve ser
enfrentado sob dois aspectos, o tedérico e o prdliguimeiro consiste de uma populacao naturalosob
ponto de vista genético (a unidade basica do psoa@solutivo). O segundo parte do principio de gjuai
critérios devem adotar o taxonomista para defissaeunidade basica. A importancia destes conceitos
para cada caso particular, esta diretamente ligadgrau de uniformidade da distribuicdo espacial da
espécie (VANZOLINI, 1993; MAYR & ASHLOCK, 1991).

Os caracteres utilizados em taxonomia podem sditajiveos e quantitativos, mas ambos os
tipos séo sujeitos a variacdo. A utilizacdo deataras morfolégicos e morfométricos na taxonomia de
anfibios anuros é o principal método utilizado dteao processo de descricdo e caracterizacdo de
novas espécies (DUELLMAN, 2001). Apesar da dispitiddde de novas e avancadas técnicas, 0 uso
de caracteres morfolégicos ainda € primordial, nassomo a aplicacdo da taxonomia integrada,
utiizando morfologia, bioacustica, comportamentanalises genéticas e moleculares.g(
FAIVOVICH, et al. 2005; GRANT et al. 2006; PADIAL et al 2010). Funket al. (2011) consideram
que a melhor forma de se identificar a diversidadptica de anfibios anuros seria por meio da
combinacdo de meétodos morfoldgicos, bioacusticosmmaeculares. A aplicacdo da taxonomia
integrativa (‘sensu’; PADIAL et al, 2010) permite uma maior eficiéncia na determénage novas
espécies, principalmente dentro de complexos decespcripticas.

Uma das caracteristicas que mais se destaca noodamgnto dos anfibios anuros, é a
comunicacao por sinais sonoros, sendo este derhemal importancia na biologia reprodutiva, bem
como no comportamento social e provavelmente ggnoud no inicio da historia evolutiva do grupo
(WELLS, 2007).

O estudo das caracteristicas bioacusticas tem st#ado muito importante para identificacéo
de anfibios anuros. Entretanto, com as dificuldaesrdem taxondmica e o conhecimento escasso das
vocalizagGes dos anuros neotropicais, deve hagensilcuidados, tanto na atribuicdo de nomes aos
diversos taxons, como na analise fisica dos stDEEDO & HADDAD, 2005).

Os sinais sonoros dos anfibios anuros, por seravatiere espécie-especifico, ttm uma grande
importancia na taxonomia dos grupos (WELLS, 20@4.vocalizacdes dos anuros sdo excelentes
caracteres para estudos comparativos (MARTINS &,JRBA03, 2004). Os diferentes tipos de
vocalizacbes emitidas pelos anuros podem ser ptmia revelar as relagbes evolutivas ao nivel
especifico, revelando adaptacdes as pressdes daibien herancas filogenéticas (GOICOECH&A
al, 2009). Em geral, espécies estreitamente relacana@m em comum algumas caracteristicas
acusticas (MARTINS & JIM, 2003, 2004).



O principal mecanismo de isolamento reprodutivivecespécies que ocupam 0 mesmo tipo de
ambiente é comunicacdo sonora. Entretanto, espéuigsatricas podem apresentar vocalizacdes
similares e a especificidade do sinal, emitidasew receptor co-especifico, se realiza por meio da
conjugacdo de parametros espectrais e temporaisadm (HODL, 1977; GERHARDT, 1994;
MARTINS & JIM, 2003, 2004). O canto de anuncio (fadisement call” §ensti WELLS, 1977)
definido como “canto funcional” (VIELLIARD, 1987) iénportante para o reconhecimento especifico
na atracdo de fémeas e promover espacamento esties) sendo fundamental nas interacdes intra-
especificas para promover a avaliacao entre cce#igos vizinhos (WELLS, 2007).

Os anuros Neotropicais apresentam uma grande idisdes de espécies e o0 relacionamento
ecoldgico e filogenético entre e dentro de grupaerdmicos ainda ndo sdo claros (DE LA RI€A
al. 1996a, b; FAIVOVICHet al. 2005; FROS™Et al 2006; GRANTet al. 2006). Estudos comparativos
das vocalizacdes de anuncio de anfibios anurosatles em parametros quantitativos e qualitativos,
podem, até certo ponto, prover informacdes paexelacao de espécies cripticas (DE LA RIistal,
1995; DUELLMAN & TRUEB, 1986) e sobre o relacionamte filogenético e ecoldgico de grupos
particulares (MARQUEZet al, 1993; GRANTet al 2006), representando um 6timo caminho para
revelar as diferencas e afinidades taxondmicas (DT & HUBER, 2002).

A utilizacdo da bioacustica é reconhecidamente impertante ferramenta para determinar
diferencas, similaridades e a posicdo taxonomititogenética entre taxons (COCROFT & RYAN,
1995; GERHARDT & HUBER, 2002), principalmente enpé&sies com distribuicdo simpatricas e com
grande grau de parentesco (GERHARDT, 1994; RYAN,120

No entanto, considerando apenas dados morfologfislégicos e comportamentais para
descrever a diversidade da vida tem demonstradtesirpara realizacdo de tal tarefa, principalmente
na resolucéo de espécies cripticas (STOECKLE & HEBE2008). O desenvolvimento dos métodos
da biologia molecular vem aprimorando os sistemagdeéntificacdo taxondmica (AVISE, 2004).
Dessa forma, o interesse pelo uso de ferramentkesutares para identificacdo de espécies aumentou
significativamente durante as ultimas décadas (BRKEPALUMBI, 1994).

A eficiéncia do uso de marcadores genéticos palimitle espécies, geralmente € mais
significativa para populacbes simpatricas do querelacdo as alopatricas (FRANKHAMet al,
2008). Considerando o conceito reprodutivo de espg@ologica (RYDLEY, 2006), deve haver troca
de alelos entre popula¢des simpéatricas, desde ejtenpam a uma mesma espécie (FRANKH AV
al., 2008).

A estrutura do genoma e o numero de alelos confpatts proporcionam evidéncias
definitivas para determinar o limite que existererds populacdes (SEEBECK & JOHNSON, 1980).



Assim, qualquer marcador que demonstre auséndiaxdegénico entre duas popula¢des simpatricas,
indicard que ambas pertencem a espécies distifais.outro lado, marcadores genéticos séo
frequentemente utilizados para delimitar espéciepatricas, e geralmente, sdo as diferencas
cromossodmicas fixadas que corroborastatusde espécie distinta (FRANKHAMt al, 2008).

Na pratica, varios locos génicos sdo necessarios tph diagnostico. Diversos marcadores
moleculares tém sido considerados como recursaoartasfetivos para a diagnose de populacdes intra
e interespecifcas de diversos grupos, tais comeétipas (HEYER, 1974; BALDISSERALt al. 1993,
FRANCISCO et al. 2007), genes codificantes de DNA nuclear e mitddah (AVISE, 2004;
HEBERT et al, 2003a, 2004a, 2004b; ARMSTRONG & BALL, 2005; MARIANN & TAUTZ,
2005; MONAGHAN et al, 2005; ROE & SPELING, 2007; SMITEt al, 2008a,b), e ofingerprints
de DNA (TAYLORet al. 1994; WEBERet al. 2008).

Dentre esses marcadores, 0s mais explorados s@s genDNA mitocondrial (DNAmit). A
vantagem do uso desses genes € devida a altagaxaitdcdo que sdo submetidos e a auséncia de
recombinagdo génica (RUBINOFF, 2006). Outra vamtag@resentada pelo DNAmit € a constante
relacdo do conteldo e do nimero de genes existemiiesos metazoarios, conservando desta forma, a
ortologia génica (RUSSéx al, 2004).

Desde entdo, ainda h&d muita controvérsia sobrec@hesdos genes mitocondriais a serem
utilizados no processo de identificacdo dos ta&XP8BRITZ & CICERO, 2004; MEYER & PAULAY,
2005; WILL et al, 2005). Diversos genes do DNA mitocondrial e doADiNiclear ja foram indicados
como potenciais marcadores para tal diagnose dgsdis grupos de animais e plantas (HEBERT,
al., 2003a; MONAGHAN et al., 2005; ROE & SPELING, 20RACH et al, 2008; PYRON &
WIENS, 2011).

Entretanto, o advento de iniciativas para obtergeme padrdo para reconhecer espécies, nos
altimos anos, permitiu concretizar uma ferramefitaemte para delimitar uma parcela consideravel da
biodiversidade conhecida de eucariotos (HEBER®I, 2003a; BLAXTER, 2004). Esta abordagem
gendmica explora e compara a diversidade entreegesencias de DNAmit para identificar os
organismos. Essas sequéncias podem ser considemdasum verdadeiro “codigo de barras” ou um
DNA barcodeque encontra-se embutido em todas as célulasgSROE & HEBERT, 2008).

O DNA barcode é definido como um pequeno segmento padronizadoDNAmit, e
reconhecido como uma ferramenta poderosa paraifidagiio rapida de espécies (HEBERT al,
2003a; HEBERTet al, 2003b; BLAXTER, 2004; HEBERTet al, 2004b). Diversos materiais
bioldégicos podem ser utilizados como fonte molecwara a coleta de amostras, como pequenos

fragmentos histologicos, ovos, formas larvais otefis, conteddo estomacal ou até mesmo excretas



(STOECKLE, 2003; STOECKLE & HERBERT, 2008). Paraamémais, foi estabelecido como cédigo
de barrasPNA barcode uma regido padronizada de um gene mitocondoah, @proximadamente 650
pares de bases (pb), denominadoGi®mcromo ¢ Oxidase Subunidade(COIl) (HEBERT et al,
2003a,b; STOECKLE & HEBERT, 2008).

O uso crescente dessa nova metodologia para résoligcincertezas taxonémicas resultou na
criacdo de um banco de dados, denominado BOTLEBe (DNA Barcode of Life Systgntujas
sequencias doDNA barcode de todas as espécies existentes estdo sendo adawil
(RATNASINGHAM & HEBERT, 2007). Trata-se de uma pfirma integrada de bioinformética que
permite associar diversos tipos de dados as amdsthliidas no sistema, como fotos do espécime,
informacdes de campo, niumero de tombo, colecadifitana qual o material encontra-se depositado,
dados taxondémicos e ecoldgicos, e informacdes mialexs, como eletroferogramas das sequéncias e
quais primers foram utilizados na amplificacdo e no sequenciamefRATNASINGHAM &
HEBERT, 2007).

Outras iniciativas vém sendo contempladas peloninge a disponibilizacdo de conhecimento
sobre sequéncias do C@NA barcode)de diversos grupos de animais. Sequéncias obtelasiase
nove mil espécies de peixes estdo sendo compited@ish Barcode of Lif¢Fish-BOLD). Enquanto a
All Birds Barcondingnitiative (ABBI) conta com mais de quatro mil espécies sediadias, além de
outros, como MammaliaBOL, Bee-BOL, HealthBOL, MapB (vida marinha), PolarBOL,
SharkBOL, SpongeBOL (MURPH¥t al, 2013). Recentemente, Murpbky al (2013) propuseram o
Cold Code uma iniciativa global para construir um bancadddos sobre ®NA barcodedestinado a
todas espécies de vertebrados conhecidos popul@Emamo “animais de sangue frio” (ectotérmicos),
os anfibios e répteis.

A eficiéncia doDNA barcodéeé revelada na identificacdo bem sucedida de espéeidiversos
grupos de artrépodes, peixes, anfibios, répteiees ¢(HEBERTet al, 2003a, 2004a; VENCE& al,
2005; WARDet al, 2005; KERRet al, 2007; SMITHet al, 2008a; VENCESt al, 2012; XIAet al,
2012; JEONGet al, 2013). A alta taxa de evolug¢do molecular do ge@é¢ permite distinguir espécies
proximas e também grupos filogeogréaficos dentram@ mesma populacdo (HEBERT al, 2003a,
2004b; HOGG & HEBERT, 2004; VENCES al, 2004; SHANDER & WILLASSEN, 2005; WARD
et al, 2005; AUSTINet al, 2006; KERRet al, 2007; FITZPATRICKet al, 2009).

Outro beneficio promissor oferecido pela analiseDiWA barcodeé o potencial de revelar
espeécies cripticas (HEBERAt al, 2003a, 2004a; HAJIBABAEEt al, 2005; SMITHet al, 2006;
CRAWFORDet al, 2012). O estudo realizado por Hebetral. (2004a) indica que as populacdes de

borboletas sob a designacéo taxonondisaapes fulgeratqrpossivelmente, representa um complexo



de aproximadamente dez espécies cripticas. Setitlal. (2006) identificaram varias espécies
pertencentes ao géneBevolsia(Diptera: Tachinidae) e também sugeriram a exi&éde espécies

cripticas. Crawforeet al. (2012) também obtiveram sucesso na identificagéiintiagens cripticas, em
populacdes mantidaeX sitd e oriundas de ambientes naturais, de anfibiosoanda Republica do

Panama.

O uso doDNA barcodepara amostragem de anfibios ainda é limits®MITH et al, 20083.
Estes enfatizam que a alta variabilidade nuclemidos sitios reconhecidos pepénersdificulta a
padronizacdo de umrimer universal comum a todas as espécies de anfibiasar@ncia de dados
disponiveis sobre as sequencias de COI, quandoacadyp ao compilado existente em relacdo a
subunidade 16S do RNA ribossémico, também € owtor fque limita a obtencdo de resolucbes
taxondmicas mais precisas (VENCESal, 2005; SMITH et al, 2008a) Alguns trabalhos também
tém demostrado dificuldades em amplificar o gend @®alguns anfibios (HAWKIN&t al. 2007;
SMITH et al, 20083. No entanto, o gene COI apresenta melhores peafacces em relagdo ao gene
16S para alguns anfibios, porém recomenda-se odaste e outros genes mitocondriais como
marcador molecular complementar (VENC&Sal, 2005; XIAet al, 2012). Atualmente, o banco de
dados referente ao COIl para as espécies desse gstfpoem processo continuo de crescimento
(ALONSOet al, 2012; PINTO-SANCHEZt al. 2012).

A Classe Amphibia é constituida por cerca de 738pPédes pertencentes as ordens
Gymnophiona, Caudata e Anura (AMPHIBIAWEB, 2014)este total, 6458 espécies pertencem a
Ordem Anura, constituindo o maior grupo dentre rifébaéos (AMPHIBIAWEB, 2014). No Brasil, séo
registradas 988 espécies pertencentes a ordem Ardistribuidas em 19 familias (SEGALLsA al.,
2014).

A familia Hylidae € composta por grupos de espégies representam 6timos modelos para
estudos sobre histéria natural, pois apresentandgsadistribuicdes geograficas (veja, FROST, 2015),
possibilitando a obtencdo de informagcdes compastentre areas ou regides geograficas diferentes
(MARQUEZ, et al, 1993, MARTINS & JIM, 2003, FAIVOVICH, 2002, FAI®VICH et al 2005).

A familia Hylidae é composta por trés subfamilidglinae, Pelodyadrinae e Phyllomedusinae),
contendo 946 espécies (FROST, 2015), sendo a siliafddglinae a maior em termos de diversidade
(n=678 espeéciesensy FROST, 2015) e apresentando diversos clados upogrde espéciesgnsy
FAIVOVICH, et al, 2005).

Dentre os 41 géneros pertencentes a subfamiliam&gylio géner&cinax Wagler, 1830, é o
mais especioso, apresentando mais de 100 espécieslistribuicdo geografica desde o México a
Argentina e Uruguai, incluindo llhas do Caribe,nldad e Tobago e Santa Lucia (FROST, 2015;



NUNES et al 2012). Segundo FAIVOVICH (2002), o géne®cinaxé sustentado por dois grandes
clados de espécies: claB8ginax catharinae o cladoScinax ruber Entretanto, a posicédo taxonémica
destes grupos de espécies ainda € incerta (NUHtIES2012).

Scinax pererecdoi descrita por Pombal, Haddad & Kasahara (1996)ocalidade tipo €&
designada como Fazendinha Sao Luis, municipio Heifdb Branco, Estado de Sao Paulo. Ponabal,
al. (1995) também relatam o registro desta espécaig paMunicipio de Eldorado, SP, no Vale do
Ribeira e para a Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatmsjicipio de Iguape, SP. A partir da publicagédo
desta espécie (POMBAIlet al 1995a), todos os espécimes do complexbayiiregistrados do Sul e
litoral do Estado de S&o Paulo ao Sul do Brasigrfoarbitrariamente designados co&qererecaO
conhecimento sobre a distribuicdo geogréfic® deerereca muito deficiente. Segundo Frost (2015) a
distribuicdo deS. perereca conhecida para poucas localidades do Estadaal®&ulo e Rio Grande
do Sul, Provincia de Missiones na Argentina e prelmente no sudeste do Paraguai.

Devido as grandes variacdes morfologicas, morfaoastr canto de anudncio, distribuicdo
geografica e a escassez de dados moleculares, H&&azima (1992), Pombat al (1995a,b),
Faivovich (2002), Faivoviclet al (2005) sugerem que dentro do complexo de esp&ciesx hayii,
composto porS. hayii, S. dolloe S. pererecgossam existir mais espécies ainda nao deternsinada
Scinax pererecaapesar de ter sua biologia e vocalizacdo deswaitpublicacdo original, ampliar o
conhecimento sobre sua distribuicdo geografickesenvolver estudos com marcadores moleculares
sdo imprescindiveis para avaliar e inferir hipddeaerespeito de sua estrutura populacional e seu
devidostatustaxonémico. Portanto, fica evidente a importanlgae realizar um estudo desta natureza

para melhor compreensao da diversidade de espgipésas da Mata Atlantica.

6. Material e Métodos

Os exemplares d8cinax pererecaerdo coletados durante o periodo de Agosto de 3015
Dezembro de 2017. Serdo amostrados 15 exemplar& pererecaem localidades dos seguintes
estados: S&o Paulo, municipio de Ribeirdo Braramalidade tipo), Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins e
Parque Estadual de llhabela (litoral Sul do esta®f@yana, Parque Estadual da Graciosa; Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. As coletas serdaadas em localidades litorAneas e também em
altitudes que variam entre 1.200 a 1.600 metraaado nivel do mar.

Serdo efetuadas analises morfolégicas e morforaétritara os espécimes de diferentes
populacbes deS. perereca Os exemplares das populacdes analisadas serdaduadizados em
Unidades Taxonémicas Operacionais (UTOs). As Udathxondmicas Operacionais sao utilizadas

para separar ou agrupar populagdes morfologicamenggeograficamente proximas. Os dados



morfolégicos serdo obtidos por meio da inferéncialitptiva quanto ao formato do focinho (dorsal e
perfil), dos tubérculos subarticular, da linguaguselo Heyeret al. (1990) e Duellman (2001). O
padrao de coloracdo e a presenca de faixas ou amnalregido da cabeca, inter-orbital, regido forsa
fémur, tibias e regides ocultas fémur/lateral dgpaoe fémur/tibia serdo verificados conforme é
sugerido por Napoli (2000). Como auxilio, seratiaatdlos registros de imagens dos individuos vivos e
fixados por meio de camera fotogréafica e microszdlmgital portatil (MP 400). As imagens registradas
serdo arquivadas e trabalhadas no programa Imagkl SHerdo mensurados 18 caracteres
morfométricos, conforme Duellman (2001) e Hewral. (1990). Serdo efetuadas as seguintes
medidas: Comprimento-rostro-cloacal (CRC), Compnitoela cabeca (CC), Largura da cabeca (LC),
Diametro do olho (DO), Distancia inter-orbital (DlMistancia-olho-narina (DON), Distancia narina-
focinho (DNF), Distancia inter-nasal (DIN), Compento da méao (CM), Comprimento do braco (CB),
Comprimento do antebraco (CaB), Comprimento do féfF), Comprimento da tibia (CT),
Comprimento do tarso (Ctar), Comprimento do pé (Ckrametro do disco do terceiro dedo da méo
(Dd3) e Diametro do disco do quarto dedo do p&4jDAs medidas serdo efetuadas utilizando-se
paquimetro digital com precisdo de 0,1 mm e ocolarométrica acoplada a estereomicroscopio
Zeiss. Para complementacdo do numero de exempla@em analisados nos estudos de morfometria
e morfologia serdo consultadas cole¢bes cientifqpas possuem exemplares 8e pererecade
localidades significativas para as analises. MZWJ8Bseu de Zoologia da USP); ZUEC (Museu de
Zoologia “Prof. Adao José Cardoso” da Universidedtadual de Campinas); MNRJ (Museu Nacional
do Rio de Janeiro); CFBH (Colecgé&o Cientifica Célid3. Haddad, Universidade Estadual Paulista, Rio
Claro, SP); MHNCI (Museu de Histéria Natural Caplolmbuia, Curitiba, PR; Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis, SC). Ao decadeprojeto, espécimes & pererecalepositadas
em colec¢es cientificas ndo citadas acima, tamiuglargo ser analisados.

Os dados de bioacustica serdo obtidos por meieglstro do canto de andncio, em condi¢des
naturais de campo, utilizando-se gravador Digitardmtz PMD-671 acoplado a microfone externo
Sennheiser semidirecional (ME/67). Oito caracterieacusticos serdo mensurados: frequéncia minima
(FMN), frequéncia maxima (FMX), frequéncia domirear{ffD), duracdo das notas (DN), taxa de
repeticdo das notas (RN), numero pulsos por noB),(Buracdo dos pulsos (DP) e taxa de repeticédo
por pulsos (RP). Para cada exemplar registradoanpe serdo gravados no minimo trés minutos de
vocalizacdo. Pretende-se obter, no minimo, 30 mitasanto de andncio de cada exemplar gravado.
Todas as vocalizagOes registradas serdo posterimraguivadas em padrdo mono 16 bit. As analises
bioacusticas serdo realizadas em micro-computadatiBgando-se os programas Raven (versédo 1.4) e
CoolEdit, 2000 com taxa de amostragem de 44.100d4$plucédo de 16 bit e op¢des de filtro de 256



e/ou 1024 bandas (FFT — Fast Fourier Transformja pieterminacdo das estruturas espectrais e
temporais das vocalizacdes.Vocalizacde$S dpererecdambém serdo obtidas por meio de consulta e
empréstimo de arquivos sonoros depositados em@adeate pesquisadores brasileiros.

Pequenos fragmentos de tecido muscular esquekiém extraidos dos exemplares de cada
populacéoS. pererecaobtidos nas coletas das diferentes localidadessiaatas, para extracédo e
analise do DNAmit. As amostras de tecidos seraustesidas e conservadas em solucdo de etanol a
95%. O DNA total das amostras sera submetido aoduoéte extracdo por coluna de rotagcédo contendo
membrana de silica cuja afinidade eletrostatickaiss fragmentos de DNA dgool da amostra. O
protocolo de extracdo segueNeasy Blood and Tissue k{Qiager) o qual fornece todos os
componentes para a obtencdo do material genéisadmo lise dos tecidos, precipitacdo e ligagio d
DNA a membrana de silica, lavagem, e o isolameasondbléculas de DNA (VENCES al, 2012). A
amplificacdo dos 650 (pb) da regido terminal 5"dnafitocromo Oxidase $era realizadas por meio
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em unodeiador Mastercycler — Eppendgrcom a
combinacdo deprimers utilizados nos seguintes estudos: Snathal. (2008), Cheet al. (2012) e
Venceset al. (2005a,b, 2012). Tipicamentepox da concentracdo final de PCR consiste Bag DNA
Polymeraseg(0,03 U/uL), PCRouffer 1x contendo MgGl (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM cad&)rimers
(direto e reverso) e agua deionizada (25 uL) (VENGE al, 2012). Os produtos do PCR serao
visualizados por eletroforese em gel de agaroseelptirificados através do método EXO-SAP, que
utiliza umaFosfataseacalina de camardo e umiaxo-nuclease .10s produtos purificados do PCR
serdo submetidos a reagdo de sequenciamento ndidiza kitBig Dye Terminator Cycle Sequencing
(Applied Biosystems). Os eletroferogramas das gemae obtidas serdo visualizadas utilizando os
programasSequence Navigata Sequence Analys{&pplied Biosystems). Em seguida, as sequéncias
serdo alinhadas e editadas, nos progra@edon Code Aligner 1.4.1Codon Code Corporation,
Dedham, Massachusetts, EUA)BeoEdit, respectivamente, com 0 objetivo em obter sequéncias
consenso para cada individuo e verificar se haguidades e cédons de parada inesperados.

Os registros de distribuicdo geogréaficaSieererecaerao efetuados para cada localidade com
base na determinacdo das coordenadas (latitudegitude) a serem inventariadas nas cole¢cbes
cientificas e em coletas de campo. Todas as leck&l serdo plotadas em mapas segundo suas
coordenadas geograficas e informacdes altitudiGais a finalidade de se visualizar a distribuicéas d
espécies e/ou UTOs dentro de uma realidade topogyr&era utilizado o modelo de elevacao digital
global (MED ou DEM) GTOPO30, U. S. Geological SyvEROS Data Center.

Os exemplares adultos de anfibios anuros coletzaios espécimes testemunho sofrerdo eutanasia por

meio de anestésico Tiopental sédico (50 mg/Kg) des¥esin (cloridrato de lidocaina 2%6Ds espécimes



coletados neste estudo serdo depositados na Cogedvifica do Laboratério de Zoologia da
Universidade de Taubaté (CCLZU / IAM). As vocalides registradas serdo arquivadas no formato
WAVE e depositadas na Colegcdo Sonora Itamar A. iMartAs amostras de tecidos tomadas dos
espécimes para a andlise molecular serdo depasitadaolecéo Cientifica de Tecidos do Laboratério
de Herpetologia Célio F. B. Haddad (CFBHT), Unildsisle Estadual Paulista, Rio Claro, SP. As
sequéncias da regido amplificada do terminal 5geloe Citocromo Oxidase [COIl) das amostras
serdo incluidas no BOLD'tie DNA Barcode of Life Systeena plataforma herpetologi€ald Code.

As andlises estatisticas serdo efetuadas de fowependentes para os dados de morfometria,
bioacustica e molecular, sendo esses dados araip@ibs testes estatisticos de analise fundamental
discriminante (AFD) e andlise de componentes puaisi (ACP) ambas sdo técnicas estatisticas de
analise multivariada. A analise discriminante € umnacdo que procura caracteristicas aptas para
destinar objetos a grupos antecipadamente definiEesa funcdo pode servir para separar ou alocar
objetos em grupos, consequentemente essa and@iseagrobabilidade de mé classificacdo. Os dados
serdo submetidos a essa analise visando classiBgaopulacdes em grupos de caracteres semelhantes
ou separa-las. Posteriormente os resultados setfimeidos a analise de componentes principais
(ACP), essa técnica permite a selecéo e inter@etde um conjunto de dados com muitas variaveis
correlacionadas. As informacdes morfométricas eadiisticas apresentam varias caracteristicas e
essas, devem ser observadas e analisadas ao nespw ttilizando a ACP sera possivel observar
todas essas caracteristicas e identificar quaisesfpmnsaveis pelas maiores variacbes nos ressitado
ou seja, a ACP maximizara a variacdo dos dadossadat.Teste-tstudentsera efetuado a fim de
investigar diferencgas significativas entre as maslichorfométricas das UTOs e comparar as variaveis
espectrais e temporais do canto de anuinci. geererecaA utilizacdo ddeste-t studerdassociado aos
testes mais refinados (multivariada) permitirdcmndecer divergéncias no reconhecimento especifico
entre e dentre as Unidades Taxondmicas OperaciddaiBOLD, a identificacdo de espécies sera
realizada pela comparacao das sequéncias obtidammizstras de tecido com as sequéncias incluidas
no banco de dados. A diversidade intra-especificas divergéncias inter-especificas entre as
sequéncias de nucleotideos obtidas das populagd8s pkererecaserdo calculadas por métodos de
distancia genética, segundo o modelo evolufwumura 2 parametrogdK2P) (KIMURA, 1980) no
programaMega 4.0(TAMURA et al, 2007). As sequéncias do ge@gocromo Oxidase (DNA
barcodg serao alinhadas, juntamente com as sequéncisiermbeis no BOLD, e serdo agrupadas com
as 100 sequéncias mais similares encontradastemaisEm seguida, esses dados serdo utilizados para
construir uma arvore ddeighbor-Joining(NJ) (SAITOU & NEI, 1987), adotando o modelo K2B e
método debootstrap para obter o suporte dos agrupamentos (FELSENSTIEY85). E assim, a



identidade das populacdes 8einax pererecgodera ser atribuida conforme a correspondéncia de
similaridade obtida entre as sequéncias (FREZALEBLOIS, 2008). Segundo Rubinoff (2006), a
identificacdo correta dos taxons pode ser recodheggpenas as amostras que apresentarem um indice
de similaridade, em média, superior a 98% (p<0,82nalise dos dados morfoldgicos sera realizada
de carater qualitativo. Novas formas de andlis¢atisicas poderdo ser incorporadas ao longo do

desenvolvimento do projeto em virtude dos resukantuidos.
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