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RESUMO

Boana bischoffi foi originalmente descrita do Rio Grande do Sul e tem como sindnimo
Hyla multilineata de Paranapiacaba, Sdo Paulo. O histérico da nomenclatura dessas espécies
reflete o conflito de interpretacdo do padrdo de cor dorsal das populagdes. Visando uma re-
avaliagdo da taxonomia de B. multilineata em relagdo a B. bischoffi, conduzimos uma
reanalise de dados morfométricos e acusticos. Nenhum carater morfométrico ou acustico se
mostrou diagndstico na distingdo entre as espécies. Multivariadamente, porém, os dados
morfométricos claramente as discriminaram; houve também uma relacdo alométrica
diferencial entre ambas em relac¢do a largura da cabeca. Em canto encontramos elementos de
distingdo entre ambas como frequéncia dominante e intervalo entre pulsos. As diferencas
morfoldgicas e acusticas entre ambas as espécies se somam a outras evidéncias de isolamento
e diferenciag@o como cor e distancias génicas as quais, em conjunto, suportam a aceitagdo de

ambas como espécies plenas.

Palavras-chave: Boana bischoffi, Boana multilineata, taxonomia.
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INTRODUCAO

A taxonomia € o processo cientifico que identifica, classifica, descreve e nomeia
grupos naturais existentes e extintos (Padial er al. 2010), tornando possivel reconhecer a
dimensdo da biodiversidade. Numa defini¢do moderna, se reconhecem que espécies sdo
linhagens metapopulacionais que estdo evoluindo separadamente (de Queiroz 2007). A
taxonomia tradicional, baseada unicamente em morfologia, pode ser limitada em revelar a
riqueza de espécies de um grupo, principalmente em relagdo aqueles que abrigam uma
diversidade criptica, e esta sO pode ser revelada considerando-se bases de dados mais amplas,
como molecular, acustica, e comportamental (Vences ef al. 2005, Dayrat 2005, Bickford ez al.
2007). Neste contexto, a necessidade de uma abordagem integrativa em taxonomia (sensu
Dayrat 2005) tem sido enfatizada.

Os Anura (Lissamphibia) apresentam ampla distribui¢do ao redor do globo, estando
ausentes somente de regides de latitudes extremas e de muitas ilhas oceanicas (Frost 2018).
Entre os Anura, a comunicagdo acustica ¢ amplamente difundida e ¢ um mecanismo
importante de reconhecimento intra-especifico na corte/paramento e estabelecimento de
territorios (Blair 1958). Dentre as vocalizagdes emitidas pelos anuros, o canto de anuncio €
frequentemente utilizado como um mecanismo de isolamento reprodutivo (Duellman and
Trueb 1986) e ¢ fonte importante de informag@o taxondmica.

Hoje sdo reconhecidas cerca de 6900 espécies de Anura, das quais aproximadamente
710 s@o Hylidae (Rafinesque 1815) (Frost 2018), popularmente conhecidas como pererecas.
Os hilideos estdio distribuidos pela América do Norte e do Sul, Indias Ocidentais, regido
Australo-Papuana e da Eurasia temperada até o norte da Africa (Frost 2018). Os hilideos
compdem a segunda maior familia de anuros e estdo agrupados em sete subfamilias, entre elas
os Hylinae (Rafinesque 1815), com 166 espécies (Frost 2018). Os Hylinae foram revisados

em termos taxondmicos em func¢do de filogenias moleculares e, como definidos hoje, sdo



encontrados na América, Eurasia temperada e extremo norte da Africa (Faivovich ef al. 2005,
Duellman 2001). Antes das redefini¢des internas de Hylinae a maioria das espécies estava
incluida em Hyla Laurenti 1768. Os Hylidae também s3o particularmente diversificados na
regido Neotropical, com um alto nimero de espécies endémicas na Mata Atlantica, onde ainda
existem questdes taxondmicas mal-resolvidas com implicagdes na avaliagdo da distribuigdo
geografica e situagdo de conservagdo das espécies (Haddad ef al. 2008).

Em Hylinae hoje se reconhece 15 géneros, como Boana Gray 1825 (aproximadamente
igual ao até a pouco aceito Hypsiboas, Wagler 1830) o qual abriga formas Centro e Sul
Americanas (Faivovich ef al. 2005, Dubois 2017, Frost ef al. 2017). Boana abriga hoje
aproximadamente 92 espécies alocadas em sete sub-grupos, entre eles o de Boana pulchella
(Faivovich et al. 2005, Frost 2018).

O grupo de B. pulchella (Duméril and Bibron 1841) compreende ca. de 36 espécies
(Frost 2011, Kohler ez al. 2010, Lehr ef al. 2010, 2011), distribuidas no Sudeste do Brasil e no
Paraguai, Uruguai e nas regides leste ao norte da Argentina (Frost 2018).

Dentro do grupo de B. pulchella, Boana bischoffi (Boulenger, 1887) (Figura 1A) ¢
endémica do leste do Brasil e tida como amplamente distribuida em areas de Mata Atlantica
do Rio Grande do Sul até o Rio de Janeiro. Boana bischoffi foi originalmente descrita do Rio
Grande do Sul e tem como sindénimo bem aceito Hyla vittigera Werner 1894 de Santa
Catarina e, putativamente, Hyla multilineata Lutz and Lutz 1939 (Figura 1B) do Alto da Serra
de Cubatdo, Sao Paulo. O historico da nomenclatura de B. bischoffi reflete o conflito de
interpretacdo do padrdo de coloragdo dorsal das diferentes populagdes. Os individuos das
populagdes Sul, ocorrentes do estado do Parana ao Rio Grande do Sul, tem padrdo liso (ndo
listrados), com variantes com linhas escassas e interrompidas até dorso completamente cinza
e, algumas vezes, manchado (Marcelino 2009). As populag¢des do Norte (Hyla multilineata)

foram caracterizadas por apresentarem multiplas linhas dorsais longitudinais (Marcelino



2009). No estado do Paran4 ocorrem espécimes com coloragdo dorsal intermediaria. Todavia,
espécimes listrados e ndo listrados nunca foram observados em sintopia.

Cochran (1955), Duellman (1977) e outros, consideraram H. multilineata uma
subespécie de H. bischoffi. Heyer et al. (1990) adotaram o nome H. multilineata para os
espécimes de Boracéia (SP) em fung@o da proximidade da localidade tipo, porém, ressaltaram
que ndo entrariam no mérito da relagdo de ambas. Marcelino et al. (2009) encontraram que
dados morfométricos também ndo distinguem ambas as formas.

Existem descri¢des de canto para espécimes do norte (Bokermann 1967, Heyer et al.
1990, Toledo et al. 2007, Pombal 2010) e do sul (Kwet 2001) (compilagdo no Apéndice 1),
porém, essas descri¢des sdo breves e se baseiam em baixos tamanhos amostrais de forma que
ndo € possivel uma avaliagdo mais aprofundada da existéncia de e eventuais diferencas entre

elas.

OBJETIVOS

Visando uma re-avalia¢do da problematica do reconhecimento taxondémico de Boana
multilineata em relagdo a B. bischoffi, apresentamos aqui uma reanalise comparativa dos
dados morfométricos de Marcelino ef al. (2009) e acusticos de Kwet (2001) e novas

gravagdes de nossa base de dados.
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Foto: A. Kwet

Foto: A. Giaretta

Figura 1. Boana bischoffi (Corupa-SC) (A) e Boana multilineata (Apiai-SP) (B) 1lustrando os padrdes de coloracéo dorsal

ndo listrado e listrado, respectivamente.
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MATERIAIS E METODOS

Os dados morfométricos se referem a 17 varidveis de morfologia externa e sdo os
mesmos analisados em Marcelino (2009), que inclui 60 espécimes de B. multilineata e 172 de
B. bischoffi.

As bases de dados acusticos sdo do Laboratorio de Taxonomia, Sistematica e Ecologia
Comportamental de Anuros Neotropicais (LTSAN), Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais
do Pontal, Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Ituiutaba, MG (Apéndice II) e do Dr.
Alexander Axel Kwet, Museu Estadual de Historia Natural Stuttgart, Alemanha (Apéndice
II), que representam a base de dados descritos em Kwet (2001).

Para ambas as espécies se reconhecem dois tipos de notas, na literatura chamadas de
“A” e “B” (Bokermann 1967, Kwet, 2001). Apenas gravagdes de machos que apresentaram
ambas as notas (“A” e “B”) foram consideradas, sendo oito do Estado de Sdo Paulo
(municipios de Apiai, Atibaia e Salesopolis), os quais representam a populagdo do norte e 16
machos de localidades sulinas dos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(municipios de Guaratuba, Jaragua do Sul, Porto Belo, Rio Branco do Sul, Sao Francisco de
Paula, S3ao Martinho, Santo Amaro da Imperatriz, Seara e Terra de Areia). Foram
considerados valores médios de cada variavel para cada individuo na matriz conjunta (notas
“A” e “B”).

As gravagOes da colecio AAG foram feitas com gravadores digitais Marantz PMD
670 e 671 e microfone Sennheiser K6/ME67; as do Dr. A. Kwet foram obtidas com
microfone Sennheiser K6/ME66 acoplado a um gravador de fita K7 Sony WM-D6C e
posteriormente digitalizada no software Cool Edit Pro (Kwet, comunicago pessoal).

Os cantos foram analisados no programa Raven Pro 1.5, versdo 64-bit (Bioacoustics
Research Program 2014), com as seguintes configura¢des: Window 1Type = Hann, DFT e

Window Size = 256 samples, Grid Spacing (resolugdo espectral) = 46,9 Hz, Overlap
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(sobreposi¢do) = 89,1%, Hop Size (resolucdo temporal) = 0,583ms, Bandfilter (filtro de
janela) at¢ 587 Hz e Brightness e Contrast (brilho e contraste de janela) = 55% e 50%
respectivamente. As defini¢des e terminologia dos caracteres acusticos seguem Kohler et al.
(2017) e estdo listadas na Tabela 1.

Considerando-se que ndo houve significancia estatistica na diferenga entre as
medianas de temperatura entre localidades do norte (20°C) e sul (21°C) (Z = 1,70; p = 0,09),

esta variavel nio foi levada em conta como fator correlato nas analises discriminantes.
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Tabela 1. Variaveis acusticas (conforme Kohler ef al. 2017) utilizadas na caracterizacdo dos cantos “A” e “B” de Boana

bischoffi e Boana multilineata no presente trabalho. Para definicdo de cantos “A” e “B” ver Resultados.

Caracteres acusticos e unidades Definicao
Duragéo dos cantos (s) Tempo entre o inicio e o final da emisséo de um canto.
Intervalo entre cantos (s) Tempo entre o final de um canto ao comego do proximo.
Numero de pulsos por canto Pulsos correspondem a menor unidade temporal de um canto.
Duragéo do primeiro pulso (s) Tempo do comego ao final do primeiro pulso de um dado canto.
Duragéo do pulso mediano (s) Tempo do comego ao final do pulso da por¢do mediana do canto
Duragéo do ultimo pulso (s) Tempo do comeco ao final do ultimo pulso.

Tempo do final do primeiro pulso ao comeco do seguinte. Somente em
Intervalo do primeiro pulso (s)
cantos “B”.

Tempo do final de um pulso da porcéo mediana do canto ao comeco do
Intervalo do pulso mediano (s)
seguinte. Somente em cantos “B”.

Tempo do final do pulso anterior ao comego do ultimo pulso. Somente
Intervalo do ultimo pulso (s)
em cantos “B”.

Energia correspondente a 5% da energia total selecionada no

Frequéncia a 5% (Hz)

espectrograma.

Energia correspondente a 95% da energia total selecionada no
Frequéncia a 95% (Hz)

espectrograma.
Frequéncia dominante (Hz) Pico de maior energia do canto

Numero de pulsos emitidos por segundo. Esses valores serdo obtidos a
Taxa de repeti¢do de pulsos (Pulsos/s) partir do numero de pulsos dividido pelo tempo de duragédo do

respectivo canto.
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Buscamos por discriminagio nos caracteres morfométricos e acusticos entre ambas as
espécies pela aplicacdo de duas fungdes de analises discriminantes: “randomforest” (pacote
radomForest (Liaw and Wiener 2002)) e “dapc” (adegenet (Jombart ef al. 2008, 2010,
Jombart and Collins 2015), ambos pacotes da plataforma R (3.5.0, versdao 64-bit, R Core
Team 2017). As andlises do randomForest (ndo-paramétricas) geram muitas (e.g. 500)
arvores classificatorias usando reamostragens da base de dados e entdo geram classificadores
e agregam os resultados por voto em classes (Breiman 2001). A Analise Discriminante sobre
Componentes Principais (dapc) identifica e descreve agrupamentos (Jombart and Collins
2015). As variaveis indicadas como importantes nas analises discriminantes foram testadas
quanto a significancia estatistica das diferencas através do Asymptotic Wilcoxon-Mann-
Whitney Test (Z) usando o pacote “coin” (Hothorn ef al. 2008), em R. Realizamos uma
analise de variancia (ANOVA) sobre os escores de uma Andlise de Componentes Principais
sobre os dados morfologicos e modelamos a largura da cabeca tendo o Comprimento Rosto-
Cloacal (CRC) como covariavel e as localidades (norte x sul) como fator (ANCOVA, fungéo
“aov” em R).

As figuras de audioespectograma e oscilogramas foram geradas no pacote Seewave
v.1.6 (Sueur ef al. 2008) em R, com a seguinte configuracdo: FFT=256 pontos de resolucdo,

janela Hanning e Overlap = 85%.

RESULTADOS
Morfologia

Nenhum carater morfométrico isolado se mostrou diagnostico na distingdo entre as
duas espécies. A randomForest resultou em uma pobre discriminagdo, com taxa de erro
global de 26% (78% erro para B. multilineata) e (0,08% para B. bischoffi). Nesse modelo,

porém, se o padrdo de cor (varidvel discreta) € incluido no modelo a discriminag¢do entre
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ambas ¢ total ao longo do Eixo I do Escalonamento Multidimensional (matriz de distancia
resultante do RF). No dapc, 38 (60 originalmente) espécimes de B. multilineata tiveram maior
probabilidade de pertencer a B. bischoffii, a qual, por sua vez, foi dos 172 originais para 194
com maior probabilidade de pertencimento ao grupo. Houve, porém, significancia estatistica
na analise de variancia sobre os escores dos individuos ao longo do Eixo I da Anélise de
Componentes Principais (F = 13,6; p = 0,0003), o qual diz respeito a tamanho, mas ndo nos
demais eixos (p > 0,05) (forma); concordantemente, ha diferenca significativa no CRC entre
as espécies (CRC B. multilineata média = 40,4; DP = 2,91; n = 60; B. bischoffi média = 38,9,
DP =286; n=172; F = 11,2; p = 0,001). A analise de covariancia revelou uma rela¢io
alométrica entre CRC e a largura da cabeca, com indicada pela presenca de diferenga na

inclinag@o das retas de regressao (F = 6,94; p = 0,009) (Figura 2).
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log Largura da Cabega (mm)

- —e— B. multilineata
- B. bischoffi
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Figura 2. Relacfo entre tamanho total (CRC) e largura da cabeca entre espécimes de Boana multilineata ¢ B. bischoffi. A

diferenca nas inclinacdes das retas € significativa (F = 6,94; p = 0,009).



17

Canto

Para ambas as espécies encontramos os ambos tipos de canto esperados (“A” e “B”).
O canto “A” sempre esteve presente, porém, o “B” ndo foi emitido em sete das 32 gravagdes
(ausente em cinco de 21 arquivos de B. bischoffi e em dois de 11 de B. multilineata). O canto
“A” tem pulsos concatenados e pode ser emitido sozinho ou em pares (Figura 3) e em
intervalos irregulares de tempo. O canto “B” é composto por uma série de pulsos bem
definidos (Figura 4), geralmente emitido ap6s o canto A. Nenhum carater acustico isolado se
mostrou diagnostico na distingdo entre as duas espécies.

Canto de B. bichoffi. — A nota “A” tem duracgio entre 0,045-0,101s, ¢ composta por
7,2-14,8 pulsos e ¢ emitida a uma taxa de 135-216 pulsos/segundo; a frequéncia dominante
estd entre 1641-2158 Hz. O canto B, dura entre 0,685-1,432s, tem 8,2—19,0 pulsos por nota e
tem taxa entre 8—24 de pulsos/segundo; com frequéncia dominante entre 1583-2110 Hz.

Canto de B. multilineata. — A nota “A” tem durago entre 0,042—0,066s, € composta
por 6,6-10,0 pulsos e ¢ emitida a uma taxa de 139-193 pulsos/segundo; a frequéncia
dominante esta entre 1519—1861 Hz. O canto “B”, dura entre 0,644—1,295s, tem 12,0-22,0
pulsos por nota e tem taxa entre 14-26 de pulsos/segundo; com frequéncia dominante entre

1406-1883 Hz.
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Figura 3. Audioespectrograma (acima) e oscilograma (abaixo) dos cantos “A” de B. bischoffi (esquerda) (Séo Fr. de Paula,
RS, ar 15°C) e de B. multilineata (direita) (Atibaia, SP, ar 21°C) numa mesma escala de tempo. Notar a diferenca na

frequéncia dominante que ¢ elementos importante na discriminagéo de ambas (ver Resultados).
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Figura 4. Audioespectrograma (acima) e oscilograma (abaixo) dos cantos “B” de B. bischoffi (esquerda) (Séo Fr. de Paula,
RS, ar 15°C) e de B. mulfilineata (direita) (Atibaia, SP, ar 21°C) numa mesma escala de tempo. Notar a diferenca na

frequéncia dominante que ¢ elemento importante na discriminagdo de ambas (ver Resultados).
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A anélise discriminante (dapc) resultou numa separagdo completa entre as espécies
(Figura 5), com cada individuo classificado como pertencente ao seu proprio grupo com
probabilidade maior que 0,95. Dentre as variaveis apontadas pelo dapc como importantes na
separacdo, houve significancia estatistica nas diferengas em frequéncia dominante do canto
“A” (Z = -2,63; p = 0,008), nimero de pulsos do “A” (Z = -2,60; p = 0,009), duragido do
primeiro pulso do “A” (Z =2,90; p = 0,003) (Figura 6), intervalo de pulso do “B” (Z=-2,02; p
= 0,043) e a taxa de pulso do “B” (Z= 1,96; p = 0,048) (Figura 7). A diferenca na frequéncia
dominante do “B” foi marginalmente significativa (Z= -1,59; p = 0,111) (Figura 7). Na
analise randomForest (resultados mais frequentes com erro de 17%) a maioria dos espécimes

foi recuperado como pertencente ao seu proprio grupo (Norte = 5 de 8 e Sul = 15 de 16).
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Figura 5. Fun¢fio de densidade do primeiro eixo discriminante (dapc) considerando caracteres acusticos de Boana
multilineata (vermelho) e Boana bischoffi (azul). Note a baixa sobreposi¢fo entre as espécies. Eixo X = Hscores dos
mdividuos ao longo do eixo. O quadro interno (esquerda superior) mostra o percentual de varidncia explicada em relacdo ao

numero de varidveis (dez = 95%).
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Figura 6. Boxplot (mediana, 1° e 3° quartis e valores maximos e minimos) de trés variaveis do canto “A” com diferencas

significativas (p<0,05) entre ambas as espécies.
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Figura 7. Boxplot (mediana, 1° e 3° quartis e valores maximos e minimos) de trés variaveis do canto “B” para ambas as
espécies. As diferencas em intervalo entre pulsos e taxa de pulsos sdo significativas (p<0,05);, a diferenca entre as frequéncias

dominantes € marginalmente signiticativa (p = 0,11).
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DISCUSSAO

As andlises morfométricas revelaram elementos de diferenciagdo entre as espécies em
termos de tamanho e padrao de crescimento da cabecga, padrdes que ndo foram detectados em
estudos anteriores (Marcelino 2009), inclusive, quando os dados morfométricos sdo tomados
em conjunto com o de cor resultam em plena discriminagdo (modelo randomForest).

Para ambas as espécies, a presenca de dois tipos de canto (“A” e “B”) e o padrdo de
emissdo (“A” sozinho ou em pares e “B” menos frequente e mais emitido mais comumente
depois de “A” ou isolado) corresponde ao previamente reportado em Bokermann (1967),
Heyer et al. (1990), Kwet (2001), Toledo et al. (2007) e Pombal (2010). Os valores das
variaveis de cada canto também correspondem aos previamente reportados (Apéndice I). Em
fung@o provavelmente dos baixos tamanhos amostrais, da falta da consideracdo de variaveis
importantes e de medi¢des padronizadas, os dados literarios ndo permitiam encontrar, como
obtido no presente estudo, elementos de distingdo entre ambas as espécies, como no caso da
frequéncia dominante (em “A” e “B”), um elemento importante na distingdo taxonomica de
espécies (Gerhardt & Huber 2002).

Marcelino ef al. (2009) apresentaram analises de morfometria e colora¢do e, pelo
menos em relagdo a cor, confirmam a realidade da existéncia das duas formas geograficas
(listrada x ndo-listrada). Ressalte-se, porém, que também reconheceram a existéncia de uma
zona de introgressdo no sul do estado de Sdo Paulo e norte do Parana. Posteriormente,
Alexandrino ef al. (2011; comunicagdo pessoal) encontraram baixos niveis de fluxo génico
(DNA mitocondrial) entre ambas as espécies atribuiveis a barreiras geograficas (e.g. rios,
montanhas) suportando as duas linhagens como distintas uma da outra.

Embora sem fatores determinantes claros, um padrdo de quebra filogeografico no sul
do estado de Sao Paulo, como visto entre B. multilineata e B. bischoffi, tem sido reconhecido

para outros anuros como Vitreorana (Centrolenidae) (Paz et al. 2018), Thoropa
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(Cycloramphidae), Phyllomedusa (Phyllomedusidae) e Proceratophrys (Odontophrynidae),
(Fitzpatrick ef al. 2009, Brunes ef al. 2010, Amaro ef al. 2012). Outros taxons animais nesse
padrdo incluem Aves e Serpente (Grazziotin ef al. 2006). Ressalte-se que, diferentemente do
encontrado para as espécies do presente estudo, dentro de Vitreorana uranoscopa, a
divergéncia genética ndo foi seguida de diferencia¢do em canto (Haga ef al. 2014).

Dentro de um contexto taxonomico, o grau de diferenciagdo que encontramos para
ambas as espécies aqui estudadas € maior do que o aceito para espécies tidas como plenas
como Aplastodiscus perviridis e A. cochranae (Anura Hylidae), espécies cuja identidade
especifica € suportada pela cor (verde e avermelhada, respectivamente) (Garcia ef al. 2001) e
distancia genética (Berneck er al. 2017).

Sumarizando, as diferengas morfoldgicas e acusticas que encontramos para B.
multilineata e B. bischoffi se somam a outras evidéncias de isolamento e diferencia¢do como
cor e distancias génicas as quais, em conjunto, suportam a aceita¢cdo de ambas como espécies
plenas, de diferenciagdo taxondmica mais facil, inclusive, do que de outras espécies

plenamente aceitas de Hylidae.

CONCLUSAO

Nenhum carater morfométrico ou acustico isolado se mostrou diagnostico na distingdo
entre Boana multilineata e Boana bischoffi. As anélises morfométricas revelaram elementos
de diferenciacdo entre as espécies em termos de tamanho e padrdo de crescimento da cabega,
padrdes que ndo foram detectados em estudos anteriores.

Para ambas as espécies encontramos os ambos tipos de canto esperados (“A” e “B”) e
o padrdo de emiss@o. Em fungdo provavelmente dos baixos tamanhos amostrais, da falta da
consideragdo de variaveis importantes e de medi¢cdes padronizadas, os dados literarios nio
permitiam encontrar, como obtido no presente estudo, elementos de distingdo entre ambas as

espécies, como no caso da frequéncia dominante, elemento importante na distingdo
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taxonomica de espécies. As diferencas morfoldgicas e acusticas que encontramos para B.
multilineata e B. bischoffi se somam a outras evidéncias de isolamento e diferencia¢do como
cor e distancias génicas as quais, em conjunto, suportam a aceitacdo de ambas como espécies

plenas.
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Apéndice I. Compila¢do dos dados descritos na literatura sobre as vocaliza¢des de Boana bischoffi e B. multilineata. (Anura: Hylidae). Valores

representam Amplitude e/ou MédiastDesvios Padréo.

Canto tino A Bokermann 1967 Heyer et al. 1990 Kwet 2001 Toledo et al. 2007 Pombal 2010

P (H.multilineata) (H.multilineata) (Hyla bischoffi) (Hypsiboas bischolfi) (Hypsiboas bischolfi)
Localidade Paranapiacaba, SP Boraceia, SP Taquara (Mundo Novo, RS Iporanga, SP Ribeirdo Branco e Apiai, SP
Duragéo (ms) (100£-) 70-100(-) 80-110(-) - 50-100(73,3£13,1)
Notas por canto 1 1-2 1 - 1-2
Intervalo entre cantos (ms) 300400 (-) (400+-) - - -
Pulsos por notas - 08-11 - -
Pulsos/Seg - 100-200(-) 140-180(-) - -

Frequéncia Dominante (Hz)

1100-2000(-)

1040-2880(-)

1572-2092(1894+-)

1400-2100(-)

N machos - - 7 8 -

Canto tipo B Bokenna.n.n 1967 Heyer et.a.l. 1990 Kwet.2001 Toledo et al: 2007 qubal 2910
(H.multilineata) (H.multilineata) (Hyla bischoffi) (Hypsiboas bischolfi) (Hypsiboas bischolfi)

Localidade Paranapiacaba, SP Boraceia, SP Taquara (Mundo Novo, RS Iporanga, SP Ribeirdo Branco e Apiai, SP

Duragéo (ms) 800-1000(-) - 800-900(-) - (1260« -)

Notas por canto 1 1 1 1 1

Intervalo entre cantos (ms) - - 40-200(-) 112-119(147 £22.9) -

Pulsos por notas - 9-14 10-18 - -

Pulsos/Seg 15-20(-) 16-33(-) 8-14(-) 15-20(-) (21£)

Frequéncia Dominante (Hz) 1300-2,100(-) 1200-2200(-) 1000-2900(-) 12901350 1,700-2,000 (-)

(1470 £0,06s7?)
N machos - - 7 2 -
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Apéndice II: Arquivos sonoros da cole¢do de anuros da UFU que foram utilizados na

execugdo da presente proposta.

Gravagéo Localidade Ano Ar—(Agua) °C
Hypsib_bischoffiApiaiSP1aAAGmM671 Apiai-SP 2015 20—-21)
Hypsib_bischoffiApiaiSP2aAAGmM671 Apiai-SP 2015 20—-21)
Hypsib_bischoffiApiaiSP3abclV_AAGmM670 Apiai-SP 2015 20—-21)
Hypsib_bischoffiAtibaiaSP1abc AAGmM671 Atibaia-SP 2011 21-(22)
Hypsib_bischoffiAtibaiaSP2abAAGM671 Atibaia-SP 2013 21-(22)
Hypsib_bischoffiAtibaiaSP5aAAGmM671 Atibaia-SP 2015 22-(26)
Hypsib_bischoffiAtibaiaSP7abcIAG_AAGmt Atibaia-SP 2015 24.6—24)
Hypsib_bischoffiSalesopolisSP2abAAGM671 Sales6polis-SP 2015 22-(23)
Hypsib_bischoffiRioBrancoDoSulPR1aDL.LB_ AAGm671 | Rio Branco do Sul-PR 2017 21,5-(-)
Hypsib_bischoffiRioBrancoDoSulPR2aDIL.LB_ AAGm671 | Rio Branco do Sul-PR 2017 21,5-(-)
Hypsib_bischoffiRioBrancoDoSulPR3aDL.LB_ AAGm671 | Rio Branco do Sul-PR 2017 21,5-(-)
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Apéndice III: Arquivos sonoros da colecdo do Dr. Alexander Axel Kwet que foram

utilizados na execug¢do da presente proposta.

Gravagéo Localidade Ano Ar (°C)
bischoffi_1B12abRS_kwet S&o Fran. Paula — RS 1995 15
bischoffi 2B11RS kwet S&o Fran. Paula — RS 1995 13
bischoffi_3B04abRS D-minutus_kwet S&o Fran. Paula — RS 1995 18
bischoffi SAO7RS_S-perereca_kwet S&o Fran. Paula — RS 1996 15
bischoffi 9A08RS kwet Terra de Areia — RS 1997 22.5
bischoffi_13B17RS kwet S&o Fran. Paula — RS 2002 16
bischoffi 14A02SC_kwet Sédo Martinho — SC 2002 21
bischoffi_14A06SC_kwet Sédo Martinho — SC 2002 20,5°
bischoffi_19A02aPA_kwet Guaratuba — PR 2003 19.5
bischoffi 20A01SC_kwet Porto Belo — SC 2003 20,5
bischoffi 21B18SC_kwet Seara — SC 2004 20
bischoffi 22A13SC_kwet Jaragua do Sul - SC 2004 20
bischoffi 23A02SC_kwet Santo Amaro da Imperatriz — SC 2004 20
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included in the article. Use 2 sans serif fant that is common to Windows and
Macintosh platforms (e.g., Arial). Subunits of multipart figures must be labeled
with capital letters (A, B, C) placed in (he upper, lefi-hand area of each unit.
The letters should he about 10 points large {(nol 1o exceed 12 pt); they must be
identical in size and typeface on each figure included in the manuscript
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Laheling within figures (z.g., anaternical parts, legends on axes of graphs, etc.)
should be in the range of 8-9 pt and in a sans serif font, such as Arial. Scale
bars should be labeled with their values on the face of the figure (e.g., 5 mmy;
the minimal size of lettering that may be used is 7 painis in a sans serif fant
for scale bars, longilude and latilude on maps, etc.

* Yector graphics: Maps, graphs. and line dravvings should be prepared with an

illustration program such as Adobe [llustrator, CorelDRAW, or Deneba Canvas.

Graphs and maps generated in other programs (e.2., Sigma Plot, Excel) can be

imported into these illustration programs and manipulated (or used as a template

to produce a new drawing) lo produce an acceptable figure al the size intended

for publication. Similarly, drawings executed by hand, should be scamed {300-

600 dpi) and imporled mto an illustration program in which they can be sized

and labeled for publication. Follaw the instructions for labeling provided above,

along with the following guidelines for illustrations at calumn and page widths,

v Sized (o publication, lines (strokes) should be between 0.25 and 2 points
wide.

v Tick marks on graphs should be on the outside of the axis line, Sized for
publication, they are berween 3 and 5 points in Jength and 0.25 pt in weighr.
Longitude and latitude marks should be on the inside of the map horder.

+ All maps must have an appropriate scale in kilometers.

v Overlapping symbols amd fmes must be counter shadowed with white,

v Export completed image as u TIF document for submission.

Raster graphics: Photographs (cofor and gray-scale [black & white]) and

tone {gray-scale) renderings should be submitted as 2 RGB document in TIF

format sized for publicarion (described above) at a resolution berween 300 and

600 dpi {afler reductiondsizing). To label raster images. import them into a

wector graphic program, follow the directions above, and export the completed

mage as a TIF document for submission.

Editorial conventions,

* Taxonomy. All generic and specific names musl appear [ italics. A the firs|
mention of a species in any patagraph, provide s complete binomial name; in
subsequent references 1o the same species, the generic name may be abbreviaed.
The first citation ol a species must include the autherily and date, hut the
autharity does not have o be cited i the References. Hierarchical faxa are
separated with colons (e.g., Anura: Leptodactylidae). New taxonomic names
should not appear in the Abstract or Keywords.

* Dashes, There are three kinds of dashes. Short dashes (-) are used as byphens,

En-dashes (-} are used 10 denote ranges (e.g., 5-10, May-Sepiember) and the

minus sign in mathematics. Em-dashes (—) are used in Tertiary Headings, and

Irequently as a substitute for parentheses and colons. There should be no space

on either side of any of these dashes.

Numbers and units. All measurements are nated in Arabic, unless the number

starts a senlence.

¥ Measurements include distances, areas, dimensions, volumes, weights, time
(e.g., hoors, days, seconds, minutes), temperatires, ete. Standard ST vnits
are used—e.g., time: 08:16 b; dislances and areas: 7 km, (2.5 mm, 17,840
ha; geographic coordinates: 04°4323" 8: temperature: 24°C. To indicate
degrees, use @ degree sign ("), nol a superseript oh (%), Note that degrees and
minuies are siraight quotation marks or prime signs: do not use curly quotes.

¥ Use the dauble-digit rule for numbers other than measuremeants, Numbers
less than 10 are spzlled out—e.g., ... nina animals were sampled”; numbers
of 10 and more are denoted in Arabic—e.g., “... bot 10 larvae were
collected.”

Citations. Authorilies are cited in lext as follows. Single: (Caballero 1944);
double: (Bursey and Goldberp 2006); three or more {Goldberg et f. 2002). Note
use of “and” and italics for “et al.” Multiple text citations should be listed in
chranological order and separated by commas—thus: (Crump 1974, Duellman
19784, 1980, Duellman and Trueb 1986}, Two or mote publications by the
same author should be cited in the following patern: (Vanzolini 1991, 1592) or
Cadle (1984a. b, 1985).

+ References. Al publications cited in the text (except taxanomic authorities)
must be included in the References in alphabetical order. “Gray literature™ (e.g.,
lechnical reperts, theses, dissertations (hat have limited distribution or are
difficult o identify and acquire) should be avoded. Follow the formats shown
below.
¥ Normal journal articles:

Vanzolini, P. E. 1993, A new species of wrile, genus Trachemys, from the
state af Maranhio, Brazil (Testudines, Emydidae). Revista Brasileira de
Hiologia 53: 111-125.

¥ Two authars in a journal series:

Zamudio, K. R. and H. W. Greene. 1997, Phylogeography of the bushmaster
(Lachesis mutg: Viperidae): implications for Neotropical biogeography,
systematics, and conservation. Biological Journal of the Linnean Society
62: 421442,

v More ihan Lwo authors in a journal series:

Hero, I-M., W. E. Magnusson, C. F. D. Rocha, and C. P. Catterall. 2001.
Antipeedator defenses influence the distribution of amphibian prey species
in the central Amazon rain forest. Biotropica 33: 131-141.

¥ Chapter in an edited volume:

Hedges. §. B. 1999, Distributian patierns of amphibians in the Wes( Indies.
Pp. 211-254 in W, E Duellman {ed.), Patierns of Distribution of
Amphibigns. A Global Perpective. Balimere and London. The Johns
Hopkins University Press.

¥ Unpublished thesis or disser(ation:

Verdade, V. K. 2001, Revisio das espécies de Colostethus Cope, 1866 da
Mata Atlintica {Anura, Dendrobatidae). Unpublished M.Sc. Dissertation.
Universidade de Sdo Pavlo, Brazit,

v Bunk:

McDiarmid R. W. and R. Altig (eds.). 1999, Tadpoles. The Biolsgy of
Anuran Larvae, Chicago and London. The University of Chicago Press,
633 pp.

v Material fram the World Wide Weh:

Frost, D. R. {ed.). 2010. Amphibian Species of the World: an Online
Reference. Version 5.4 (8 Apnl 2010). Electronic Database accessible al
http: /fresearch.amnb.org/ve/herpetologyfamphibia/ Amencan Museum of
Natural History, New York, USA. Captured on 22 August 2010.

v Software:

Maddison, W. P. ynd D. R. Madison. 2010, Mesquite. A Modular Systerm for
Evolutionary Analysis. Version 2.73. URL: hup:fmesquiteproject org

* Animal eare and permits. The editorial staff of Phyllomedusa subscribes to

humane and ethical treatment of all amimals: all contributors 1o the journal must

comply with this principle. [n addition, all required state and federal permits

{IBAMA license for Brazil) must have been obtained and must be cited in the

Acknowledgments,
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publication.
* Reprints. Auvthors will receive a PDF of therr contribution, and the senior
author will receive a hardcopy of the issue of Phyllomedusa in which the puper
appeared.
Submission. Send manuscripts as Microsoft Word { doc or .doex) via e-mail to
the  Editor (phyllomedusa@uspbr) or through the homepage {www.

phyllomedusi.esalg.usp.br). Manuscript may also be submitied by surface mail
{CD-ROM} 10:
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