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Objetivos: 

- Determinar e comparar a variação interpopulacional dos caracteres morfológicos e morfométricos de 

S. perereca. 

- Determinar e comparar a variação interpopulacional dos caracteres bioacústicos da espécie. 

- Determinar e comparar a variação interpopulacional da sequência nucleotídica da região do terminal 

5´ do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade I (DNA barcode) dos indivíduos de S. 

perereca. 

- Determinar a distribuição geográfica de S. perereca ao longo do gradiente latitudinal e altitudinal nos 

domínios da Mata Atlântica. 

 

Justificativa: 

A sistemática é a ciência da biodiversidade. Sua tarefa cotidiana consiste no reconhecimento e 

caracterização dos grupos (táxons) naturais e sua organização em um sistema ao mesmo tempo 

coerente e prático (VANZOLINI, 1993). A parte analítica da sistemática é chamada de taxonomia e de 

acordo com a categoria taxonômica envolvida podemos dividi-la em macro e micro-taxonomia. O 

estudo de populações locais e de sua compartimentação em espécies é o campo da micro-taxonomia 

(MAYR & ASHLOCK, 1991). 



O conceito biológico primordial em taxonomia é o de população local. Este conceito deve ser 

enfrentado sob dois aspectos, o teórico e o prático. O primeiro consiste de uma população natural, sob o 

ponto de vista genético (a unidade básica do processo evolutivo). O segundo parte do principio de quais 

critérios devem adotar o taxonomista para definir essa unidade básica. A importância destes conceitos 

para cada caso particular, está diretamente ligada ao grau de uniformidade da distribuição espacial da 

espécie (VANZOLINI, 1993; MAYR & ASHLOCK, 1991). 

Os caracteres utilizados em taxonomia podem ser qualitativos e quantitativos, mas ambos os 

tipos são sujeitos à variação. A utilização de caracteres morfológicos e morfométricos na taxonomia de 

anfíbios anuros é o principal método utilizado durante o processo de descrição e caracterização de 

novas espécies (DUELLMAN, 2001). Apesar da disponibilidade de novas e avançadas técnicas, o uso 

de caracteres morfológicos ainda é primordial, assim como a aplicação da taxonomia integrada, 

utilizando morfologia, bioacústica, comportamento, analises genéticas e moleculares (e.g. 

FAIVOVICH, et al. 2005; GRANT, et al. 2006; PADIAL et al 2010). Funk, et al. (2011) consideram 

que a melhor forma de se identificar a diversidade críptica de anfíbios anuros seria por meio da 

combinação de métodos morfológicos, bioacústicos e moleculares. A aplicação da taxonomia 

integrativa (“sensu”, PADIAL et al., 2010) permite uma maior eficiência na determinação de novas 

espécies, principalmente dentro de complexos de espécies crípticas. 

Uma das características que mais se destaca no comportamento dos anfíbios anuros, é a 

comunicação por sinais sonoros, sendo este de fundamental importância na biologia reprodutiva, bem 

como no comportamento social e provavelmente se originou no início da história evolutiva do grupo 

(WELLS, 2007).  

O estudo das características bioacústicas tem se mostrado muito importante para identificação 

de anfíbios anuros. Entretanto, com as dificuldades de ordem taxonômica e o conhecimento escasso das 

vocalizações dos anuros neotropicais, deve haver alguns cuidados, tanto na atribuição de nomes aos 

diversos táxons, como na análise física dos sons (TOLEDO & HADDAD, 2005). 

Os sinais sonoros dos anfíbios anuros, por ser um caractere espécie-específico, têm uma grande 

importância na taxonomia dos grupos (WELLS, 2007). As vocalizações dos anuros são excelentes 

caracteres para estudos comparativos (MARTINS & JIM, 2003, 2004). Os diferentes tipos de 

vocalizações emitidas pelos anuros podem ser úteis para revelar as relações evolutivas ao nível 

específico, revelando adaptações às pressões ambientais ou heranças filogenéticas (GOICOECHEA et 

al, 2009). Em geral, espécies estreitamente relacionadas têm em comum algumas características 

acústicas (MARTINS & JIM, 2003, 2004). 



 O principal mecanismo de isolamento reprodutivo entre espécies que ocupam o mesmo tipo de 

ambiente é comunicação sonora. Entretanto, espécies simpátricas podem apresentar vocalizações 

similares e a especificidade do sinal, emitidas ao seu receptor co-específico, se realiza por meio da 

conjugação de parâmetros espectrais e temporais do canto (HÖDL, 1977; GERHARDT, 1994; 

MARTINS & JIM, 2003, 2004). O canto de anúncio (“advertisement call” “sensu” WELLS, 1977) 

definido como “canto funcional” (VIELLIARD, 1987) é importante para o reconhecimento específico 

na atração de fêmeas e promover espaçamento entre machos, sendo fundamental nas interações intra-

específicas para promover a avaliação entre co-específicos vizinhos (WELLS, 2007).  

Os anuros Neotropicais apresentam uma grande diversidade de espécies e o relacionamento 

ecológico e filogenético entre e dentro de grupos taxonômicos ainda não são claros (DE LA RIVA et 

al. 1996a, b; FAIVOVICH et al. 2005; FROST et al. 2006; GRANT et al. 2006). Estudos comparativos 

das vocalizações de anúncio de anfíbios anuros, baseados em parâmetros quantitativos e qualitativos, 

podem, até certo ponto, prover informações para a revelação de espécies crípticas (DE LA RIVA et al., 

1995; DUELLMAN & TRUEB, 1986) e sobre o relacionamento filogenético e ecológico de grupos 

particulares (MÁRQUEZ et al., 1993; GRANT et al. 2006), representando um ótimo caminho para 

revelar as diferenças e afinidades taxonômicas (GERHARDT & HUBER, 2002). 

 A utilização da bioacústica é reconhecidamente uma importante ferramenta para determinar 

diferenças, similaridades e a posição taxonômica e filogenética entre táxons (COCROFT & RYAN, 

1995; GERHARDT & HUBER, 2002), principalmente em espécies com distribuição simpátricas e com 

grande grau de parentesco (GERHARDT, 1994; RYAN, 2001). 

No entanto, considerando apenas dados morfológicos, fisiológicos e comportamentais para 

descrever a diversidade da vida tem demonstrado limites para realização de tal tarefa, principalmente 

na resolução de espécies crípticas (STOECKLE & HEBERT, 2008). O desenvolvimento dos métodos 

da biologia molecular vem aprimorando os sistemas de identificação taxonômica (AVISE, 2004).  

Dessa forma, o interesse pelo uso de ferramentas moleculares para identificação de espécies aumentou 

significativamente durante as últimas décadas (BAKER & PALUMBI, 1994). 

A eficiência do uso de marcadores genéticos para delimitar espécies, geralmente é mais 

significativa para populações simpátricas do que em relação as alopátricas (FRANKHAM  et al., 

2008). Considerando o conceito reprodutivo de espécie biológica (RYDLEY, 2006), deve haver troca 

de alelos entre populações simpátricas, desde que pertençam a uma mesma espécie (FRANKHAM  et 

al., 2008).  

A estrutura do genoma e o número de alelos compartilhados proporcionam evidências 

definitivas para determinar o limite que existe entre as populações (SEEBECK & JOHNSON, 1980). 



Assim, qualquer marcador que demonstre ausência de fluxo gênico entre duas populações simpátricas, 

indicará que ambas pertencem a espécies distintas. Por outro lado, marcadores genéticos são 

frequentemente utilizados para delimitar espécies alopátricas, e geralmente, são as diferenças 

cromossômicas fixadas que corroboram o status de espécie distinta (FRANKHAM  et al., 2008). 

Na prática, vários locos gênicos são necessários para tal diagnóstico. Diversos marcadores 

moleculares têm sido considerados como recursos bastante efetivos para a diagnose de populações intra 

e interespecífcas de diversos grupos, tais como cariótipos (HEYER, 1974; BALDISSERA et al. 1993; 

FRANCISCO et al. 2007), genes codificantes de DNA nuclear e mitocondrial (AVISE, 2004; 

HEBERT et al., 2003a, 2004a, 2004b; ARMSTRONG & BALL, 2005; MARKMANN & TAUTZ, 

2005; MONAGHAN et al., 2005; ROE & SPELING, 2007; SMITH et al., 2008a,b), e os fingerprints 

de DNA (TAYLOR et al. 1994; WEBER et al. 2008). 

Dentre esses marcadores, os mais explorados são genes do DNA mitocondrial (DNAmit). A 

vantagem do uso desses genes é devida a alta taxa de mutação que são submetidos e a ausência de 

recombinação gênica (RUBINOFF, 2006). Outra vantagem apresentada pelo DNAmit é a constante 

relação do conteúdo e do número de genes existentes entre os metazoários, conservando desta forma, a 

ortologia gênica (RUSSO et al., 2004). 

Desde então, ainda há muita controvérsia sobre a escolha dos genes mitocondriais a serem 

utilizados no processo de identificação dos táxons (MORITZ & CICERO, 2004; MEYER & PAULAY, 

2005; WILL et al., 2005). Diversos genes do DNA mitocondrial e do DNA nuclear já foram indicados 

como potenciais marcadores para tal diagnose de diversos grupos de animais e plantas (HEBERT, et 

al., 2003a; MONAGHAN et al., 2005; ROE & SPELING, 2007; RACH et al., 2008; PYRON & 

WIENS, 2011). 

Entretanto, o advento de iniciativas para obter um gene padrão para reconhecer espécies, nos 

últimos anos, permitiu concretizar uma ferramenta eficiente para delimitar uma parcela considerável da 

biodiversidade conhecida de eucariotos (HEBERT et al., 2003a; BLAXTER, 2004). Esta abordagem 

genômica explora e compara a diversidade entre as sequencias de DNAmit para identificar os 

organismos. Essas sequências podem ser consideradas como um verdadeiro “código de barras” ou um 

DNA barcode, que encontra-se embutido em todas as células (STOECKLE & HEBERT, 2008).  

O DNA barcode é definido como um pequeno segmento padronizado de DNAmit, e 

reconhecido como uma ferramenta poderosa para identificação rápida de espécies (HEBERT et al., 

2003a; HEBERT et al., 2003b; BLAXTER, 2004; HEBERT et al., 2004b). Diversos materiais 

biológicos podem ser utilizados como fonte molecular para a coleta de amostras, como pequenos 

fragmentos histológicos, ovos, formas larvais ou juvenis, conteúdo estomacal ou até mesmo excretas 



(STOECKLE, 2003; STOECKLE & HERBERT, 2008). Para os animais, foi estabelecido como código 

de barras, DNA barcode, uma região padronizada de um gene mitocondrial, com aproximadamente 650 

pares de bases (pb), denominado de Citocromo c Oxidase Subunidade I (COI) (HEBERT et al., 

2003a,b; STOECKLE & HEBERT, 2008). 

O uso crescente dessa nova metodologia para resolução de incertezas taxonômicas resultou na 

criação de um banco de dados, denominado BOLD (The DNA Barcode of Life System), cujas 

sequencias do DNA barcode de todas as espécies existentes estão sendo compiladas 

(RATNASINGHAM & HEBERT, 2007). Trata-se de uma plataforma integrada de bioinformática que 

permite associar diversos tipos de dados as amostras incluídas no sistema, como fotos do espécime, 

informações de campo, número de tombo, coleção científica na qual o material encontra-se depositado, 

dados taxonômicos e ecológicos, e informações moleculares, como eletroferogramas das sequências e 

quais primers foram utilizados na amplificação e no sequenciamento (RATNASINGHAM & 

HEBERT, 2007).  

Outras iniciativas vêm sendo contempladas pelo incentivo a disponibilização de conhecimento 

sobre sequências do COI (DNA barcode) de diversos grupos de animais. Sequências obtidas de quase 

nove mil espécies de peixes estão sendo compiladas no Fish Barcode of Life (Fish-BOLD). Enquanto a 

All Birds Barconding Initiative (ABBI) conta com mais de quatro mil espécies sequenciadas, além de 

outros, como MammaliaBOL, Bee-BOL, HealthBOL, Mar-BOL (vida marinha), PolarBOL, 

SharkBOL, SpongeBOL (MURPHY et al., 2013). Recentemente, Murphy et al. (2013) propuseram o 

Cold Code, uma iniciativa global para construir um banco de dados sobre o DNA barcode destinado a 

todas espécies de vertebrados conhecidos popularmente como “animais de sangue frio” (ectotérmicos), 

os anfíbios e répteis. 

A eficiência do DNA barcode é revelada na identificação bem sucedida de espécies de diversos 

grupos de artrópodes, peixes, anfíbios, répteis e aves (HEBERT et al., 2003a, 2004a; VENCES et al., 

2005; WARD et al., 2005; KERR et al., 2007; SMITH et al., 2008a; VENCES et al., 2012; XIA et al., 

2012; JEONG et al., 2013). A alta taxa de evolução molecular do gene COI permite distinguir espécies 

próximas e também grupos filogeográficos dentro de uma mesma população (HEBERT et al., 2003a, 

2004b; HOGG & HEBERT, 2004; VENCES et al., 2004; SHANDER & WILLASSEN, 2005; WARD 

et al., 2005; AUSTIN et al., 2006; KERR et al., 2007; FITZPATRICK et al., 2009).  

Outro benefício promissor oferecido pela análise do DNA barcode é o potencial de revelar 

espécies crípticas (HEBERT et al., 2003a, 2004a; HAJIBABAEI et al., 2005; SMITH et al., 2006; 

CRAWFORD et al., 2012). O estudo realizado por Hebert et al. (2004a) indica que as populações de 

borboletas sob a designação taxonômica Astrapes fulgerator, possivelmente, representa um complexo 



de aproximadamente dez espécies crípticas. Smith et al. (2006) identificaram várias espécies 

pertencentes ao gênero Bevolsia (Diptera: Tachinidae) e também sugeriram a existência de espécies 

crípticas. Crawford et al. (2012) também obtiveram sucesso na identificação de linhagens crípticas, em 

populações mantidas “ex situ” e oriundas de ambientes naturais, de anfíbios anuros da República do 

Panamá. 

O uso do DNA barcode para amostragem de anfíbios ainda é limitado (SMITH et al., 2008a). 

Estes enfatizam que a alta variabilidade nucleotídica nos sítios reconhecidos pelos primers dificulta a 

padronização de um primer universal comum a todas as espécies de anfíbios. A carência de dados 

disponíveis sobre as sequencias de COI, quando comparado ao compilado existente em relação a 

subunidade 16S do RNA ribossômico, também é outro fator que limita a obtenção de resoluções 

taxonômicas mais precisas (VENCES et al., 2005; SMITH et al., 2008a). Alguns trabalhos também 

têm demostrado dificuldades em amplificar o gene COI de alguns anfíbios (HAWKINS et al. 2007; 

SMITH et al., 2008a). No entanto, o gene COI apresenta melhores performances em relação ao gene 

16S para alguns anfíbios, porém recomenda-se o uso deste e outros genes mitocondriais como 

marcador molecular complementar (VENCES et al., 2005; XIA et al., 2012). Atualmente, o banco de 

dados referente ao COI para as espécies desse grupo está em processo contínuo de crescimento 

(ALONSO et al., 2012; PINTO-SÁNCHEZ et al. 2012).  

A Classe Amphibia é constituída por cerca de 7300 espécies pertencentes às ordens 

Gymnophiona, Caudata e Anura (AMPHIBIAWEB, 2014).  Deste total, 6458 espécies pertencem a 

Ordem Anura, constituindo o maior grupo dentre os anfíbios (AMPHIBIAWEB, 2014). No Brasil, são 

registradas 988 espécies pertencentes à ordem Anura e distribuídas em 19 famílias (SEGALLA et al., 

2014). 

A família Hylidae é composta por grupos de espécies que representam ótimos modelos para 

estudos sobre história natural, pois apresentam grandes distribuições geográficas (veja, FROST, 2015), 

possibilitando a obtenção de informações comparativas entre áreas ou regiões geográficas diferentes 

(MÁRQUEZ, et al., 1993, MARTINS & JIM, 2003, FAIVOVICH, 2002, FAIVOVICH et al. 2005). 

A família Hylidae é composta por três subfamílias (Hylinae, Pelodyadrinae e Phyllomedusinae), 

contendo 946 espécies (FROST, 2015), sendo a subfamília Hylinae a maior em termos de diversidade 

(n=678 espécies; sensu, FROST, 2015) e apresentando diversos clados ou grupos de espécies (sensu, 

FAIVOVICH, et al., 2005). 

Dentre os 41 gêneros pertencentes a subfamília Hylinae, o gênero Scinax  Wagler, 1830, é o 

mais especioso, apresentando mais de 100 espécies com distribuição geográfica desde o México a 

Argentina e Uruguai, incluindo Ilhas do Caribe, Trinidad e Tobago e Santa Lucia (FROST, 2015; 



NUNES et al. 2012). Segundo FAIVOVICH (2002), o gênero Scinax é sustentado por dois grandes 

clados de espécies: clado Scinax catharinae e o clado Scinax ruber. Entretanto, a posição taxonômica 

destes grupos de espécies ainda é incerta (NUNES et al. 2012).  

Scinax perereca foi descrita por Pombal, Haddad & Kasahara (1995). A localidade tipo é 

designada como Fazendinha São Luis, município de Ribeirão Branco, Estado de São Paulo. Pombal, et 

al. (1995) também relatam o registro desta espécie para o Município de Eldorado, SP, no Vale do 

Ribeira e para a Estação Ecológica Juréia-Itatins, município de Iguape, SP.  A partir da publicação 

desta espécie (POMBAL, et al. 1995a), todos os espécimes do complexo S. hayii registrados do Sul e 

litoral do Estado de São Paulo ao Sul do Brasil, foram arbitrariamente designados como S. perereca. O 

conhecimento sobre a distribuição geográfica de S. perereca é muito deficiente. Segundo Frost (2015) a 

distribuição de S. perereca é conhecida para poucas localidades do Estado de São Paulo e Rio Grande 

do Sul, Província de Missiones na Argentina e provavelmente no sudeste do Paraguai. 

Devido às grandes variações morfológicas, morfométricas, canto de anúncio, distribuição 

geográfica e a escassez de dados moleculares, Haddad & Sazima (1992), Pombal et al. (1995a,b), 

Faivovich (2002), Faivovich et al. (2005) sugerem que dentro do complexo de espécies Scinax hayii, 

composto por S. hayii, S. dolloi e S. perereca possam existir mais espécies ainda não determinadas. 

Scinax perereca, apesar de ter sua biologia e vocalização descrita na publicação original, ampliar o 

conhecimento sobre sua distribuição geográfica e desenvolver estudos com marcadores moleculares 

são imprescindíveis para avaliar e inferir hipóteses a respeito de sua estrutura populacional e seu 

devido status taxonômico. Portanto, fica evidente a importância de se realizar um estudo desta natureza 

para melhor compreensão da diversidade de espécies crípticas da Mata Atlântica. 

 

6. Material e Métodos 

Os exemplares de Scinax perereca serão coletados durante o período de Agosto de 2015 a 

Dezembro de 2017. Serão amostrados 15 exemplares de S. perereca em localidades dos seguintes 

estados: São Paulo, município de Ribeirão Branco (localidade tipo), Estação Ecológica Juréia-Itatins e 

Parque Estadual de Ilhabela (litoral Sul do estado); Paraná, Parque Estadual da Graciosa; Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul. As coletas serão efetuadas em localidades litorâneas e também em 

altitudes que variam entre 1.200 a 1.600 metros acima do nível do mar. 

Serão efetuadas análises morfológicas e morfométricas para os espécimes de diferentes 

populações de S. perereca. Os exemplares das populações analisadas serão individualizados em 

Unidades Taxonômicas Operacionais (UTOs). As Unidades Taxonômicas Operacionais são utilizadas 

para separar ou agrupar populações morfologicamente e geograficamente próximas. Os dados 



morfológicos serão obtidos por meio da inferência qualitativa quanto ao formato do focinho (dorsal e 

perfil), dos tubérculos subarticular, da língua, segundo Heyer et al. (1990) e Duellman (2001). O 

padrão de coloração e a presença de faixas ou manchas na região da cabeça, inter-orbital, região dorsal, 

fêmur, tíbias e regiões ocultas fêmur/lateral do corpo e fêmur/tíbia serão verificados conforme é 

sugerido por Napoli (2000). Como auxílio, serão utilizados registros de imagens dos indivíduos vivos e 

fixados por meio de câmera fotográfica e microscópio digital portátil (MP 400). As imagens registradas 

serão arquivadas e trabalhadas no programa ImageJ 1.46. Serão mensurados 18 caracteres 

morfométricos, conforme Duellman (2001) e Heyer et al. (1990). Serão efetuadas as seguintes 

medidas: Comprimento-rostro-cloacal (CRC), Comprimento da cabeça (CC), Largura da cabeça (LC), 

Diâmetro do olho (DO), Distância inter-orbital (DIO), Distância-olho-narina (DON), Distância narina-

focinho (DNF), Distância inter-nasal (DIN), Comprimento da mão (CM), Comprimento do braço (CB), 

Comprimento do antebraço (CaB), Comprimento do fêmur (CF), Comprimento da tíbia (CT), 

Comprimento do tarso (Ctar), Comprimento do pé (CP), Diâmetro do disco do terceiro dedo da mão 

(Dd3) e  Diâmetro do disco do quarto dedo do pé (Dd4). As medidas serão efetuadas utilizando-se 

paquímetro digital com precisão de 0,1 mm e ocular micrométrica acoplada a estereomicroscópio 

Zeiss. Para complementação do número de exemplares a serem analisados nos estudos de morfometria 

e morfologia serão consultadas coleções científicas que possuem exemplares de S. perereca de 

localidades significativas para as análises. MZUSP (Museu de Zoologia da USP); ZUEC (Museu de 

Zoologia “Prof. Adão José Cardoso” da Universidade Estadual de Campinas); MNRJ (Museu Nacional 

do Rio de Janeiro); CFBH (Coleção Cientifica Célio F. B. Haddad, Universidade Estadual Paulista, Rio 

Claro, SP); MHNCI (Museu de História Natural Capão da Imbuia, Curitiba, PR; Universidade Federal 

de Santa Catarina, Florianópolis, SC). Ao decorrer do projeto, espécimes de S. perereca depositadas 

em coleções científicas não citadas acima, também poderão ser analisados. 

Os dados de bioacústica serão obtidos por meio do registro do canto de anúncio, em condições 

naturais de campo, utilizando-se gravador Digital Marantz PMD-671 acoplado a microfone externo 

Sennheiser semidirecional (ME/67). Oito caracteres bioacústicos serão mensurados: frequência mínima 

(FMN), frequência máxima (FMX), frequência dominante (FD), duração das notas (DN), taxa de 

repetição das notas (RN), número pulsos por nota (NP), duração dos pulsos (DP) e taxa de repetição 

por pulsos (RP). Para cada exemplar registrado em campo serão gravados no mínimo três minutos de 

vocalização. Pretende-se obter, no mínimo, 30 notas do canto de anúncio de cada exemplar gravado. 

Todas as vocalizações registradas serão posteriormente arquivadas em padrão mono 16 bit. As análises 

bioacústicas serão realizadas em micro-computadores, utilizando-se os programas Raven (versão 1.4) e 

CoolEdit, 2000 com taxa de amostragem de 44.100 Hz, resolução de 16 bit e opções de filtro de 256 



e/ou 1024 bandas (FFT – Fast Fourier Transform), para determinação das estruturas espectrais e 

temporais das vocalizações.Vocalizações de S. perereca também serão obtidas por meio de consulta e 

empréstimo de arquivos sonoros depositados em coleções de pesquisadores brasileiros. 

Pequenos fragmentos de tecido muscular esquelético serão extraídos dos exemplares de cada 

população S. perereca, obtidos nas coletas das diferentes localidades amostradas, para extração e 

análise do DNAmit. As amostras de tecidos serão transferidas e conservadas em solução de etanol a 

95%. O DNA total das amostras será submetido ao método de extração por coluna de rotação contendo 

membrana de sílica cuja afinidade eletrostática isola os fragmentos de DNA do pool da amostra. O 

protocolo de extração segue DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen) o qual fornece todos os 

componentes para a obtenção do material genético, tais como lise dos tecidos, precipitação e ligação do 

DNA a membrana de sílica, lavagem, e o isolamento das moléculas de DNA (VENCES et al., 2012). A 

amplificação dos 650 (pb) da região terminal 5´do gene Citocromo Oxidase I será realizadas por meio 

da reação em cadeia da polimerase (PCR), em um termociclador Mastercycler – Eppendorf, com a 

combinação de primers utilizados nos seguintes estudos: Smith et al. (2008), Che et al. (2012) e 

Vences et al. (2005a,b, 2012). Tipicamente, o mix da concentração final de PCR consiste em: Taq DNA 

Polymerase (0,03 U/uL), PCR buffer 1x contendo MgCl2 (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM cada), primers 

(direto e reverso) e água deionizada (25 uL) (VENCES et al., 2012). Os produtos do PCR serão 

visualizados por eletroforese em gel de agarose 1%, e purificados através do método EXO-SAP, que 

utiliza uma Fosfatase acalina de camarão e uma Exo-nuclease 1. Os produtos purificados do PCR 

serão submetidos a reação de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing 

(Applied Biosystems). Os eletroferogramas das sequencias obtidas serão visualizadas utilizando os 

programas Sequence Navigator e Sequence Analysis (Applied Biosystems). Em seguida, as sequências 

serão alinhadas e editadas, nos programas Codon Code Aligner 1.4.1 (Codon Code Corporation, 

Dedham, Massachusetts, EUA) e BioEdit, respectivamente, com o objetivo em obter sequências 

consenso para cada individuo e verificar se há ambiguidades e códons de parada inesperados. 

Os registros de distribuição geográfica de S. perereca serão efetuados para cada localidade com 

base na determinação das coordenadas (latitude e longitude) a serem inventariadas nas coleções 

científicas e em coletas de campo. Todas as localidades serão plotadas em mapas segundo suas 

coordenadas geográficas e informações altitudinais. Com a finalidade de se visualizar a distribuição das 

espécies e/ou UTOs dentro de uma realidade topográfica, será utilizado o modelo de elevação digital 

global (MED ou DEM) GTOPO30, U. S. Geological Survey, EROS Data Center. 

Os exemplares adultos de anfíbios anuros coletados como espécimes testemunho sofrerão eutanásia por 

meio de anestésico Tiopental sódico (50 mg/Kg) ou Xilestesin (cloridrato de lidocaina 2%). Os espécimes 



coletados neste estudo serão depositados na Coleção Científica do Laboratório de Zoologia da 

Universidade de Taubaté (CCLZU / IAM). As vocalizações registradas serão arquivadas no formato 

WAVE e depositadas na Coleção Sonora Itamar A. Martins. As amostras de tecidos tomadas dos 

espécimes para a análise molecular serão depositadas na Coleção Científica de Tecidos do Laboratório 

de Herpetologia Célio F. B. Haddad (CFBHT), Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, SP. As 

sequências da região amplificada do terminal 5´ do gene Citocromo Oxidase I (COI) das amostras 

serão incluídas no BOLD (The DNA Barcode of Life System) e na plataforma herpetológica Cold Code. 

As análises estatísticas serão efetuadas de forma independentes para os dados de morfometria, 

bioacústica e molecular, sendo esses dados analisados pelos testes estatísticos de análise fundamental 

discriminante (AFD) e análise de componentes principais (ACP) ambas são técnicas estatísticas de 

análise multivariada. A análise discriminante é uma função que procura características aptas para 

destinar objetos a grupos antecipadamente definidos. Essa função pode servir para separar ou alocar 

objetos em grupos, consequentemente essa análise reduz a probabilidade de má classificação. Os dados 

serão submetidos a essa análise visando classificar as populações em grupos de caracteres semelhantes 

ou separá-las. Posteriormente os resultados serão submetidos à análise de componentes principais 

(ACP), essa técnica permite a seleção e interpretação de um conjunto de dados com muitas variáveis 

correlacionadas. As informações morfométricas e bioacústicas apresentam várias características e 

essas, devem ser observadas e analisadas ao mesmo tempo. Utilizando a ACP será possível observar 

todas essas características e identificar quais são responsáveis pelas maiores variações nos resultados, 

ou seja, a ACP maximizará a variação dos dados analisados. Teste-t student será efetuado a fim de 

investigar diferenças significativas entre as medidas morfométricas das UTOs e comparar as variáveis 

espectrais e temporais do canto de anúncio de S. perereca. A utilização do teste-t student associado aos 

testes mais refinados (multivariada) permitirão reconhecer divergências no reconhecimento específico 

entre e dentre as Unidades Taxonômicas Operacionais. No BOLD, a identificação de espécies será 

realizada pela comparação das sequências obtidas das amostras de tecido com as sequências incluídas 

no banco de dados.  A diversidade intra-específica e as divergências inter-específicas entre as 

sequências de nucleotídeos obtidas das populações de S. perereca serão calculadas por métodos de 

distância genética, segundo o modelo evolutivo Kimura 2 parâmetros (K2P) (KIMURA, 1980) no 

programa Mega 4.0 (TAMURA et al., 2007). As sequências do gene Citocromo Oxidase I (DNA 

barcode) serão alinhadas, juntamente com as sequências existentes no BOLD, e serão agrupadas com 

as 100 sequências mais similares encontradas no sistema. Em seguida, esses dados serão utilizados para 

construir uma árvore de Neighbor-Joining (NJ) (SAITOU & NEI, 1987), adotando o modelo K2P e o 

método de bootstrap para obter o suporte dos agrupamentos (FELSENSTEIN, 1985). E assim, a 



identidade das populações de Scinax perereca poderá ser atribuída conforme a correspondência de 

similaridade obtida entre as sequências (FRÉZAL & LEBLOIS, 2008). Segundo Rubinoff (2006), a 

identificação correta dos táxons pode ser reconhecida apenas as amostras que apresentarem um índice 

de similaridade, em média, superior a 98% (p<0,02). A análise dos dados morfológicos será realizada 

de caráter qualitativo. Novas formas de análises estatísticas poderão ser incorporadas ao longo do 

desenvolvimento do projeto em virtude dos resultados obtidos. 
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