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Taxonomy, the scientific process by which natural groups
are identified, described, named, and classified is an
exciting research pursuit, not only because it makes an
indispensable contribution to biodiversity science but, at a
more basic level, because it satisfies the human enjoyment

of discovery. (Kaiser et al., 2013, p.8)



AVISO DE RESPONSABILIDADE NOMENCLATURAL
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Posicao taxonomica de populacoes de Scinax Wagler, 1830 (Anura, Hylidae) relacionadas

a S. fuscomarginatus (Lutz, 1925) de Uberlandia: avaliacoes morfométricas e acusticas

Resumo

Scinax fuscomarginatus ¢ uma espécie amplamente distribuida no Brasil e que acreditava-se
representar um complexo de espécies, devido a variagdes morfoldgicas apresentadas. Em
contraponto, uma recente revisao taxonomica baseada em morfologia, bioacustica e genética,
desestrutura essa ideia de complexo de espécies e designa quatro nomes como sinénimos de S.
fuscomarginatus, dentre esses S. pusillus, espécie descrita recentemente e endémica do Cerrado.
Em trabalhos de campo no municipio de Uberldndia (MG) verificamos a ocorréncia sintopica
de duas populagdes relacionadas a S. fuscomarginatus, morfologicamente semelhantes porém
com canto de antincio distinto, destacando assim a ideia de que S. pusillus possa representar
uma espécie valida. Portanto o estudo aqui apresentado objetiva esclarecer a real identidade
taxondmica dessas duas populagdes, a partir de analises acusticas e morfométricas de dados
provenientes do municipio de Uberlandia e de Rio Verde (GO) (localidade tipo de S. pusillus).
Os resultados das analises mostraram que diferencas morfométricas e acusticas encontradas
entre os dois morfotipos sdo suficientes para suportar a revalidacdo de S. pusillus. Caracteres
acusticos como periodo de pulso, taxa de pulso, frequéncia minima e frequéncia maxima, e
também caracteres morfométricos como largura da cabega, comprimento da mao e

comprimento rostro-cloacal, foram importantes na discriminagao das espécies.

Palavras-chave: Anura. Bioacustica. Biodiversidade. Cerrado. Taxonomia.



Taxonomic position of populations of Scinax Wagler, 1830 (Anura, Hylidae) related to S.

fuscomarginatus (Lutz, 1925) from Uberlandia: morphometric and acoustic evaluations
Abstract

Scinax fuscomarginatus is a widely distributed species in Brazil, which was believed to
represent a species complex, due its substantial morphological variation. Otherwise, a recent
taxonomic change based in morphology, bioacoustics and mainly genetics, discards this species
complex idea, and synonymizes four species with S. fuscomarginatus, including S. pusillus, a
recently described species and endemics of the Brazilian Cerrado. In fieldworks in the
municipality of Uberlandia (MG), we verified the syntonic occurrence of two populations
closely related to S. fuscomarginatus, morphologically similar but with distinct advertisement
calls, highlighting the idea that S. pusillus may represent a valid species. Therefore, the study
herein presented aims to clarify the real taxonomic identity of these two populations, based on
acoustic and morphometric analysis of data from municipalities of Uberlandia and Rio Verde
(GO) (type locality of S. pusillus). The results of the analysis show that morphometric and
acoustic differences detected between the two morphotypes are sufficient to support the
revalidation of S. pusillus. Acoustic features such as pulse period, pulse rate, minimum and
maximum frequency, and also morphometric traits such as head width, hand length and snout-

vent length, were important in species discrimination.

Key-words: Anura. Bioacoustics. Biodiversity. Brazilian Cerrado. Taxonomy.
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INTRODUCAO

A taxonomia ¢ a area da biologia pela qual os grupos sdo identificados, descritos,
nomeados e classificados (KAISER et al., 2013), sendo portanto a base para a formalizag¢ao da
biodiversidade. A taxonomia baseada somente em caracteres morfologicos pode ser limitada na
identificacao de espécies pois podem existir espécies morfologicamente cripticas (BICKFORD
et al., 2007), o que aponta para a necessidade de uma abordagem integrativa, a qual envolve o
uso de diferentes conjuntos de dados, como morfométricos, acusticos, comportamentais e
moleculares (KAISER et al., 2013).

De modo geral, a vocalizagao consiste em sons que sao produzidos através do sistema
respiratorio de um vertebrado, usualmente por meio da acdo das cordas vocais (KOHLER et
al., 2017). Em Anura (Lissamphibia) a vocalizagdo ¢ o modo primario de comunicagao, sendo
o canto de anuncio o principal tipo, o qual tem como fungdes basicas: i) atracdo de fémeas
coespecificas (BLAIR, 1958; DUELLMAN; TRUEB, 1986), exercendo assim um papel no
isolamento reprodutivo entre espécies (WELLS, 2007), e i/) manutencdo do espago entre
machos que estdo vocalizando (NARINS et al., 2007). Dada essas especificidades, o canto de
antincio tem sido amplamente utilizado em delimita¢des taxonomicas (KOHLER et al., 2017),
ajudando a revelar diversidades cripticas dentro de diferentes grupos (CARVALHO etal., 2012;
CARVALHO; GIARETTA, 2013; CAMINER; RON, 2014).

O género Scinax Wagler, 1830 consiste atualmente de cerca de 73 espécies distribuidas
desde o leste e sul do México até a Argentina e Uruguai, e em algumas ilhas do Caribe (FROST,
2017). As espécies de Scinax possuem historico taxondmico complexo (FAIVOVICH et al.,
2002), devido seu conservatismo morfoldgico, alta diversidade (FERRAO et al., 2016;
FOUQUET et al., 2007) e confusdes causadas pela ndo especificagdo de espécimes-tipo no
século 19 (DUELLMAN; WIENS, 1992). As espécies do antigo grupo de Hyla rubra
(atualmente Scinax) foram transferidas para o género Ololygon Fitzinger, 1843 com base na
morfologia do espermatozoide (FOUQUETTE; DELAHOUSSAYE, 1977). Posteriormente,
Almeida e Cardoso (1985) consideraram que esses caracteres eram substancialmente variaveis,
questionando assim esse uso da morfologia do espermatozoide na sistematica do grupo. Visto
que Hyla aurata Wied, 1821 (espécie-tipo de Scinax) apresentava prioridade sobre Hyla
strigilata Spix, 1824 (espécie-tipo de Ololygon) (DUELLMAN; WIENS, 1992; POMBAL;
GORDO, 1991), o género Scinax foi reconhecido como tendo prioridade sobre Ololygon por
Duellman e Wiens (1992).

Estudos posteriores utilizando morfologia (FAIVOVICH, 2002) e dados moleculares
(FAIVOVICH et al. 2005) corroboraram o monofiletismo de Scinax com base em i) genes

nucleares, mitocondriais e ribossdmicos, ii) padrdo de membrana entre os artelhos e iii)
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miologia (FAIVOVICH, 2002; FAIVOVICH et al. 2005). Até uma recente revisdo com base
em dados moleculares (DUELLMAN; MARION; HEDGES, 2016), Scinax era composto por
dois grandes clados, o de S. ruber e o de S. catharinae. No entanto, o género Ololygon foi
ressuscitado por Duellman, Marion e Hedges (2016) para abrigar as espécies do antigo clado
de S. catharinae, enquanto que as espécies do grupo de S. uruguayus, anteriormente inseridas
no clado de S. ruber, foram alocadas em Julianus Duellman, Marion ¢ Hedges, 2016.
Entretanto, alguns autores discordam dessas mudangas e argumentam que as mesmas foram
realizadas sob critérios pouco discutidos, sendo desnecessarias para a manuten¢do do arranjo
monofilético ja existente (ver LOURENCO et al., 2019). Portanto, atualmente para o género
Scinax nao se reconhece clados ou grupos, sendo que o género atualmente ¢ composto
essencialmente pelas espécies do antigo clado de S. ruber.

Scinax fuscomarginatus (Lutz, 1925) é uma espécie tida como amplamente distribuida
no Brasil (BRUSQUETTI et al. 2014) pertencente ao antigo grupo de S. staufferi (sensu
DUELLMAN; WIENS, 1992). Cardoso ¢ Pombal (2010) ressaltam que S. fuscomarginatus
pode apresentar variagdes quanto ao formato do rostro, tamanho do saco vocal e o tamanho dos
tubérculos metatarsais, sugerindo assim que S. fuscomarginatus represente um complexo de
espécies. No entanto, Brusquetti et al. (2014) conduziram uma extensa revisao taxondmica de
S. fuscomarginatus e espécies relacionadas, concluindo que essas espécies nao representavam
um complexo, mas sim uma Unica espécie amplamente distribuida com consideraveis variagdes
morfolégicas. Na revisdo de Brusquetti et al. (2014) foram sinonimizadas com .
fuscomarginatus: Scinax parkeri, S. trilineatus, S. lutzorum e S. pusillus. No mesmo trabalho
esses autores reconheceram como valida S. madeirae (antes sindnimo de S. fuscomarginatus) e
ainda descreveram S. villasboasi, ambas amazdnicas. A revisdo de Brusquetti et al. (2014) foi
conduzida com base em dados morfolégicos, moleculares e actsticos, porém com poucos
detalhes e breves comparacdes ao reportar o canto de S. fuscomarginatus e das espécies
relacionadas. Haja visto que, apesar de até certo ponto estereotipados (i.e. estruturalmente
semelhantes) ao longo da distribui¢do da espécie nominal, os cantos podem apresentar
diferencas (e.g. taxa de repeticao de pulsos) que até agora sdo assumidas como variagdes
(BRUSQUETTTI et al., 2014).

Em termos distribucionais, para o Brasil Central (Cerrado) reconhece-se apenas a
presenca de Scinax fuscomarginatus, porém em trabalhos de campo em Uberlandia (MG)
constatamos a co-ocorréncia de dois morfotipos associados a dois tipos de cantos de antincio,
indicando assim que duas espécies ocorrem em sintopia no Bioma Cerrado, contrariando a
literatura. Partindo do pressuposto da existéncia de mais de uma espécie na regido, ou seja, que

realmente ha uma populacdo relacionada a S. fuscomarginatus que ndo represente a espécie
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nominal, retomamos a ideia de que uma das espécies sinonimizadas por Brusquetti et al. (2014)
possa de fato representar uma espécie valida, especificamente S. pusillus, espécie com registros
para o estado de Goids e uma localidade do Mato Grosso (MELO et al., 2014; POMBAL et al.,
2011).

Dado isso, através da combina¢ao de dados acusticos e morfométricos, buscamos no
presente trabalho esclarecer a posi¢do taxonoOmica das duas populagdes de Uberlandia

relacionadas a Scinax fuscomarginatus

MATERIAL E METODOS

Analises acusticas

Para as comparagdes acusticas consideramos gravacdes de cantos de antncio feitas
especificamente para este projeto, ¢ dados da base de cantos da Cole¢do de Anuros da
Universidade Federal de Uberlandia. Consideramos dados de 46 individuos e analisamos 467
cantos; 29 machos (277 cantos) de Uberlandia (MG), 15 (171 cantos) de Rio Verde (GO), 1 (9
cantos) de Caiapdnia (GO) e 1 (10 cantos) de Ituiutaba (MG). Detalhes de hora, data e
temperatura das gravagoes estdo dispostos no Apéndice A.

Os cantos foram gravados com equipamentos digitais (Marantz PMD661; PMD671,
ajustados para 44,100 Hz e resolucdo de 16 bits) acoplados a microfones direcionais
(Sennheiser K6/ME67 ¢ ME66). As gravacdes (Apéndice A) estdo depositadas na colegdo
sonora da Cole¢ao de Anuros da Universidade Federal de Uberlandia (AAG-UFU). Analisamos
os cantos utilizando o software Raven Pro 1.5 (Bioacoustics Research Program, 2014), ajustado
para as seguintes configuragdes: tipo de janela = Hann; overlap = 89,8 (locked); tamanho de
janela: 256 pontos de resolugdo (FFT); brilho = 60%; contraste = 70%; tamanho do DFT: 1024
pontos de resolucao (locked); espacamento de grade (resolugdo espectral) = 43.1 Hz. Medidas
temporais foram medidas nos oscilogramas e as espectrais nos espectrogramas. A frequéncia
dominante foi medida através da funcdo “Peak Frequency”, e os valores de frequéncia minima
(5%) e frequéncia maxima (95%) foram obtidos automaticamente pelo programa através das
fungdes “Frequency 5% (Hz)” e “Frequency 95% (Hz)”, respectivamente. O instante de
amplitude maxima do canto, utilizado para o calculo do valor da variavel call rise time, foi
obtido através da funcdo “Peak time (s)”. Aplicamos um filtro de 500 Hz previamente as
analises com o objetivo de reduzir ruidos de fundo como vento. Geramos figuras de aspectos
dos cantos usando o pacote seewave v. 1.7.6 (SUEUR; AUBIN; SIMONIS, 2008) da plataforma
R versdo 3.5.2 (R Development Team, 2018). As varidveis acusticas consideradas estdo
caracterizadas na Tabela 1. Dividimos as amostras em quatro grupos: S. fuscomarginatus e S.

cf. pusillus de Uberlandia (populacdes foco principal/inicial do estudo); S. pusillus de Rio
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Verde (populagado topotipica da espécie problema/sinonimizada); S. fuscomarginatus de varias
localidades (Ituiutaba (MG), Rio Verde (GO) e Caiapdnia (GO)). Compilamos dados acusticos
da descricao original de S. pusillus (POMBAL et al., 2011) para fins de comparacdo. Para cada
varidvel actstica calculamos médias para cada individuo, e entdo a média geral para a espécie
foi calculada com base nesses valores; valores de desvio padrao, médximo e minimo foram
calculados com base nos valores da amostra total.

Dada a modulagao de amplitude incompleta (i.e. sem intervalo de siléncio) entre pulsos,
medimos apenas o periodo de pulso (definicdo na Tabela 1) ao invés da duragdo deles (ver
Marinho et al. (2018)). A “taxa de emissao de pulsos” (ver Tabela 1) foi obtida considerando

os pulsos compreendidos em um intervalo de 100 ms na porcao central de cada canto.



Tabela 1. Variaveis acusticas utilizadas nas anélises dos cantos de anuncios. Terminologias e defini¢des baseadas essencialmente em
Bang et al. (2017) e Marinho et al. (2018). Abreviagdes: s = segundos; Hz = hertz.

Variavel bioacustica

Definicao

Duragao do canto (s)

Periodo de pulso (s)

Call rise time (%)

Frequéncia dominante (Hz)
Frequéncia minima (Hz)
Frequéncia maxima (Hz)

Taxa de emissao de pulso (pulsos/s)

Taxa de emissdo de canto (cantos/min)

Intervalo entre cantos (s)

Tempo compreendido entre o inicio e o fim de um
canto (= uma unica nota); canto definido como
sendo um som produzido durante um tnico ciclo de
expiragao.

Tempo compreendido entre o inicio de um pulso até
0 inicio do préximo pulso.

Tempo compreendido entre o inicio de um canto até
o ponto em que atinge a sua amplitude maxima, dado
em uma porcentagem em relagdo a duragdo total do
canto

Pico com a maior energia sonora do canto.

Menor frequéncia do canto.

Maior frequéncia do canto.

(Numero total de pulsos—1) / tempo de inicio do
primeiro pulso até o inicio do tltimo pulso.
(Numero total de cantos—1)/tempo de inicio do
primeiro canto até o inicio do ultimo canto.

Tempo decorrido entre o fim de um canto e o inicio
do préximo canto.

14
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Analises morfométricas

Nas analises morfométricas consideramos 67 machos adultos (Figura 1) provenientes
das seguintes localidades: Uberlandia (MG), Rio Verde (GO), Ituiutaba (MG), Caiaponia (GO),
Cuiaba (MT), Alto Paraiso (GO), Pontal do Araguaia (MT), Costa Marques (RO), Guarapes
(SP), Sao Romao (MG) e Nova Ubirata (MT). Medimos de cada individuo 15 caracteres de
morfologia externa conforme Watters et al., (2016). As varidveis morfométricas utilizadas e
suas respectivas defini¢cdes estdo sumarizadas na Tabela 2. O comprimento rostro-cloacal,
comprimento da coxa e comprimento da tibia foram medidos com um paquimetro digital
Mitutoyo, as demais medidas foram tomadas sob estereomicroscopio Zeiss Stemi 305 com
ocular micrométrica. Dividimos as amostras em quatro grupos: Scinax fuscomarginatus € S. cf.
pusillus de Uberlandia (populagdes foco principal/inicial do estudo); S. pusillus de Rio Verde
(populacdo topotipica da espécie problema/sinonimizada); S. fuscomarginatus de varias
localidades (Ituiutaba (MG), Rio Verde (GO) e Caiaponia (GO), Cuiaba (MT), Alto Paraiso
(GO), Pontal do Araguaia (MT), Costa Marques (RO), Guarapes (SP), Sio Romao (MG) e
Nova Ubiratd (MT)). Compilamos dados morfométricos da descri¢ao original de S. pusillus
(POMBAL et al., 2011) para fins de comparacao.

Os individuos utilizados no estudo (Apéndice B) estdo depositados na Colegdo de
Anuros do Museu de Biodiversidade do Cerrado (AAG-UFU) da Universidade Federal de
Uberlandia, Minas Gerais. As coletas foram realizadas com as permissdes do ICMBi0o/SISBIO

(#30059-8); (#30059-12).



Figura 1. Espécimes machos adultos em vida: (Acima) Scinax fuscomarginatus de
Uberlandia-MG (Scinax_fuscomUberlandiaMG3aAAGmt); (Meio) S. pusillus de
Rio Verde-GO (Scinax pusillusRioVerdeGO3aAGL AAGm671); (Abaixo) S.
pusillus de Uberlandia-MG (Scinax_pusillusUberlandiaMG1aAAGb). Acima e
abaixo: fotos de A. A. Giaretta. Meio: foto de D. L. Bang.
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Tabela 2. Variaveis morfométricas utilizadas para caracterizar os espécimes. Terminologias e definicdes baseadas em Watters et al. (2016).
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Variavel

Definicao

Comprimento rostro-cloacal
Largura da cabeca
Comprimento da cabega

Comprimento da tibia
Comprimento da coxa
Comprimento do pé

Comprimento da mao
Diametro do olho

Diametro do timpano

Distancia interorbital

Distancia entre as narinas

Distancia olho-narina

Distancia narina-rostro

Largura do disco do IV dedo do pé
Largura do disco do III dedo da mao

Comprimento em linha reta desde a ponta do rostro a extremidade posterior da cloaca.
Medida da largura da cabega a partir do ponto mais largo (angulo mandibular).

Medida do comprimento da cabega a partir da parte posterior do angulo mandibular até
a ponta do rostro.

Distancia da superficie externa do joelho flexionado a inflexao tibiotarsal/do calcanhar.
Distancia da cloaca até o joelho.

Medida do comprimento do pé a partir da base do tubérculo metatarsal interno a ponta
do artelho IV.

Distancia entre a base do tubérculo palmar externo a ponta do artelho IV.

Distancia horizontal que vai desde a extremidade posterior até a extremidade anterior do
olho.

Distancia que consiste na maior largura horizontal do timpano.

A menor distancia entre as extremidades anteriores das duas orbitas.

A menor distancia entre as margens internas das narinas.

Distancia da extremidade anterior do olho até a margem posterior da narina.

Distancia do centro externo da narina até a ponta do rostro.

Maior distancia horizontal entre as extremidades do disco do IV dedo do pé.

Maior distancia horizontal entre as extremidades do disco do III dedo da mao.
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Analises estatisticas

Eventuais discriminagdes com base em caracteres morfométricos e acusticos entre 0s grupos
considerados, foram buscadas pela aplicagdo de duas fungdes de analises discriminantes:
“randomforest” (pacote randomForest (LIAW; WIENER, 2002)) e “dapc” (adegenet (JOMBART,
2008; JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010; JOMBART; COLLINS, 2015), ambos pacotes
da plataforma R (3.5.2, versdo 64-bits) (R Development Team, 2018). As analises do randomForest
(n2o-paramétricas) geram muitas (e.g. 500) arvores classificatérias usando reamostragens da base de
dados e entdo geram classificadores e agregam os resultados por voto em classes (BREIMAN, 2001).
A funcdo dapc (Andlise Discriminante sobre Componentes Principais) identifica e descreve
agrupamentos (JOMBART; COLLINS, 2015). As variaveis indicadas como importantes nas analises
discriminantes foram testadas quanto a significancia estatistica das diferencas através do Imp usando
o pacote “ImPerm” no R. Diferencas entre populacdes e temperatura do ar também foram testadas

por Imp.

RESULTADOS
Dados acusticos

Os cantos dos individuos de todas as populacdes audivelmente se assemelham a um zumbido,
tendo amplitude ascendente na por¢ao inicial e descendente a partir do ter¢o final do canto. Os valores

obtidos para as variaveis acusticas das diferentes populacdes estdo sumarizados na Tabela 3.



Tabela 3. Valores das variaveis acusticas do canto de antincio das diferentes populagdes de Scinax fuscomarginatus. Médiatdesvio padrao
(minimo—maximo). N = nimero de individuos gravados/nimero de cantos analisados.
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S. fuscomarginatus S. fuscomarginatus S. cf. pusillus S. cf. pusillus S. pusillus
localidades* Uberlandia Uberlandia Rio Verde Pombal et al.
(N =5/52) (N =14/136) (N =15/141) (N =138) (2011) (N =15)
Duracao do canto (s) 0,51+0,08 0,55+0,06 0,740,071 0,54+0,05 0,54+0,05
(0,32-0,62) (0,36-0,69) (0,52-0,85) (0,42-0,7) (0,37-0,70)
Periodo de pulso (s) 0,005+0 0,006+0,001 0,008+0,001 0,008+0,000 8,8+0
(0,005-0,0006) (0,005-0,007) (0,007-0,010) (0,007-0,008) (2-13)
Call rise time (%) 60,3+7,1 59,0£10,0 59,9+11,2 60,9+12.4 -
(40,6-78,8) (33,2-79,6) (23,6-83,7) (17,6-84,3)
Frequéncia dom. (Hz) 3770+645 39554227 5059+251 49564309 4837+384
(3230-4781) (3281-4500) (4479-5513) (4350-5469) (2517-5975)
Frequéncia min. (Hz) 2860+96 3248+214 4324+218 4051+256 3031+450
(2713-3000) (2756-3618) (3876-4737) (3488-4522) (1808-3789)
Frequéncia max.(Hz) 4606408 4711309 6166+157 5987+369 6981+536
(4177-5063) (3747-5168) (5814-6503) (5082—-6546) (6115-9646)
Taxa de pulsos (pulsos/s) 181,5+4,5 172,0£11,3 119,6+4.9 127,74£3,1 -
(178,9-193,9) (154,6-193,9) (111,1-132,7) (120,9-138,3)
Taxa de canto (cantos/min) 15,3£7,0 15,5+6,6 30,4+7,1 48,5+16,6 15,91+4,97
(6,8-22,4) (8,6-33) (20,6-47,5) (48-62) (5-24)
Intervalo entre cantos (s) 5,71£11,09 3,80+3,09 1,36+1,35 1,49+5,14 -
(0,36-68,20) (0,52-25,38) (0,45-8,00) (0,38-41,22)
Temperatura do ar 24.4 °C 23,6 °C 22.4°C 24.4 °C 19.5-25.5°C
(22-25,6°C) (21-27,9°C) (21-25°C) (22-25.6°C)
Temperatura da dgua 26,6 °C 26.5°C 25.8°C 27.2°C -
(24-27,7°C) (25-27.6°C) (23-30°C) (27.7-27.7°C)

*Localidades: Caiaponia - GO, Ituiutaba - MG; Rio Verde — GO. Hé diferenga significativa em temperatura entre nossas amostras de S.
pusillus e S. cf. pusillus (F =15, gl = 1; 24, p < 0,001).



20

No geral, o canto de anuncio dos machos das populacdes estudadas possui apenas uma
banda de frequéncia enfatizada (Figura 2). Como exce¢do, alguns machos de Scinax
fuscomarginatus de Rio Verde apresentaram duas bandas de frequéncia com quantidades
comparaveis de energia (Figura 3), com a frequéncia dominante alternando-se entre elas ao
longo das emissdes dos cantos. O canto de antincio de S. fuscomarginatus (Figura 2, 3) consiste
em uma unica nota multipulsada com duragao de 0,32-0,69 s, sendo emitido a uma taxa de 6,8—
33 cantos/min. O periodo de pulso dura de 0,005-0,007 s, e os pulsos sdo emitidos a uma taxa
de 154,6-193,9/s. O canto tem frequéncia dominante de 3230-4781 Hz, enquanto que sua

frequéncia minima ¢ de 2713-3618 Hz e sua frequéncia maxima de 3747-5168 Hz.
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Figura 2. Audioespectrograma (acima) e oscilograma (abaixo) de dois cantos de antiincio sequenciais
emitidos por um macho de Scinax fuscomarginatus de Uberlandia-MG. Arquivo sonoro:
Scinax_fuscomUberlandiaMG18bAAGmM661MK2. 11 de novembro de 2017, temperatura do ar 22°C,
temperatura da agua 25°C.
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Figura 3. Audioespectrograma (acima) e oscilograma (abaixo) de dois cantos de aniincio sequenciais
emitidos por um macho de Scinax fuscomarginatus de Rio Verde-GO. Arquivo sonoro:
Scinax_fuscomRioVerdeGO1cAGL AAGm671. 07 de janeiro de 2019, 19:54hs temperatura do ar
25,6°C, temperatura da agua 27,7°C.
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O canto de antncio de Scinax cf. pusillus (Figura 4) e S. pusillus (Figura 5) consiste em
uma Unica nota multipulsada com duragao de 0,42—0,85 s, sendo emitido a uma taxa de 20,6—
62 cantos/min. O periodo de pulso do canto possui uma duragao de 0,007-0,010 s, e esses pulsos
sdo emitidos a uma taxa de 111,1-138,3 pulsos/s. O canto tem frequéncia dominante de 4350—
5513 Hz, enquanto que sua frequéncia minima ¢ de 3488-4737 Hz e sua frequéncia maxima de
5082-6546 Hz. Todos os dados acusticos de topotipos de S. pusillus de que dispomos foram
coletados em uma tnica noite e houve diferenca significativa nas temperaturas do ar em relagao
a Uberlandia (mediana =22, N = 14) (Rio Verde (mediana =24.2, N=12); (F=15; gl = 1, 24,
p <0.001).
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Figura 4. Audioespectrograma (acima) e oscilograma (abaixo) de dois cantos de anuncio sequenciais
emitidos por um macho de Scinax cf. pusillus de Uberlandia-MG. Arquivo sonoro:
Scinax_pusillusUberlandiaMG5aAAGmt. 19 de janeiro de 2009, 20:42hs temperatura do ar 22°C,
temperatura da dgua 27.6°C.
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Figura 5. Audioespectrograma (acima) e oscilograma (abaixo) de dois cantos de antincio sequenciais
por um macho de Scinax pusillus de Rio Verde-GO. Arquivo sonoro:
Scinax_pusillusRioVerdeGOlaPM_AAGm671. 07 de janeiro de 2019, 20:22hs temperatura do ar
25.6°C, temperatura da agua 27.7°C.
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Dados morfométricos

Os dados morfométricos das diferentes populagdes estudadas estdo sumarizados na

Tabela 4.
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Tabela 4. Morfometria (mm) de machos adultos das diferentes populagdes de Scinax fuscomarginatus (lato sensu). Médiatdesvio padrao (minimo—
maximo). N = nimero de individuos analisados/medidos.

Variaveis S. fuscomarginatus S. fuscomarginatus S. cf. pusillus S.cf. pusillus S. pusillus Pombal
localidades (N = 36)* Uberlandia (N = 13) Uberlandia (N = §) Rio Verde (N =10) etal. 2011 (N =16)
Comprimento rostro-cloacal 21,83+1,65 20,90+0,93 17,75+0,52 17,48+0,80 17,00+0,70
(18,78-24,86) (19,62-22,45) (17,02-18,51) (16,58-19,08) (15,90-18,60)
Largura da cabeca 7,07+0,59 6,95+0,38 5,50+0,21 5,38+0,20 5,00+0,30
(6,2-8,3) (6,30-7,60) (5,20-5,90) (5,00-5,60) (4,40-5,40)
Comprimento da cabeca 7,65+0,62 7,24+0,49 6,56+0,31 6,66+0,39 4,50+0,40
(6,3-8,8) (6,40-8,00) (6,10-7,00) (6,00-7,30) (3,50-5,00)
Comprimento da tibia 10,76+0,67 10,50+0,50 9,26+0,25 9,45+0,38 8,40+0,50
(9,70-12,38) (9,70-11,17) (9,00-9,70) (8,90-10,13) (7,60-9,30)
Comprimento da coxa 9,70+0,63 9,56+0,47 8,22+0,19 8,29+0,41 6,90+0,40
(8,0-10,74) (8,60-10,20) (8,00-8,50) (7,80-9,00) (6,00-7,80)
Comprimento do pé 9,09+0,68 8,91+0,43 7,57+0,28 7,49+0,27 6,40+0,50
(7,70-10,37) (8,00-9,50) (7,30-8,20) (7,10-7,90) (5,80-7,30)
Comprimento da mao 5,39+0,52 5,37+0,32 4,25+0,17 4,21+0,20 -
(4,60-7,00) (4,80-5,90) (4,10-4,60) (3,80-4,50)
Diametro do olho 2,04+0,17 1,89+0,10 1,66+0,12 1,72+0,08 1,70+0,10
(1,80-2,30) (1,80-2,10) (1,50-1,80) (1,60-1,80) (1,60-1,90)
Diametro do timpano 0,97+0,08 0,88+0,09 0,84+0,10 0,81+0,09 0,80+0,10
(0,80-1,10) (0,70-1,00) (0,70-1,00) (0,70-0,90) (0,60—1,20)
Distancia interorbital 2,24+0,25 2,18+0,09 1,82+0,04 1,76+£0,10 1,90+0,20
(1,80-2,80) (1,90-2,30) (1,80-1,90) (1,60-1,90) (1,70-2,10)
Distancia entre as narinas 1,56+0,14 1,44+0,08 1,36+0,07 1,41+0,03 1,30+0,10
(1,30-1,90) (1,30-1,60) (1,30-1,50) (1,40-1,50) (1,20-1,40)
Distancia olho-narina 1,89+0,18 1,70+0,08 1,64+0,12 1,75+0,07 1,50+0,30
(1,50-2,30) (1,60-1,80) (1,40-1,80) (1,70-1,90) (0,40-1,80)
Distancia narina-rostro 0,46+0,08 0,42+0,04 0,50+0,05 0,50+0 0,60+0,10
(0,30-0,60) (0,40-0,50) (0,40-0,60) (0,50-0,50) (0,40-0,70)
Largura do disco do IV dedo 0,90+0,13 0,84+0,08 0,72+0,04 0,62+0,08 -
do pé (0,60-1,10) (0,70-1,00) (0,70-0,80) (0,50-0,70)
Largura do disco do Il dedo 0,89+0,12 0,84+0,07 0,67+£0,07 0,57+0,07 -
da mao (0,70-1,10) (0,80-1,00) (0,60-0,80) (0,50+0,70)

*Localidades: : Rio Verde — GO;

Ituiutaba - MG; Caiapdénia - GO; Guararapes - SP; Alto Paraiso

Costa Marques - RO; Sdo Romao - MG; Cuiaba - MT; Nova Ubirata - MT.

de Goids - GO; Pontal do Araguaia - MT;
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Comparacdes estatisticas

A andlise multivariada sobre os dados acusticos aponta para existéncia de dois grupos
principais, sendo um contendo as populagdes de Scinax cf. pusillus de Uberlandia e S. pusillus
de Rio Verde, e outro contendo S. fuscomarginatus (Uberlandia e demais localidades). No eixo
1 de ambas as analises discriminantes, S. pusillus e S. cf. pusillus ndo se distinguiram uma da
outra, porém ambas se discriminaram de S. fuscomarginatus nesse mesmo eixo. No
RandomForest (500 arvores, duas variaves por divisao) a estimativa OOB de taxa de erro foi
de 6,4%, sempre em relacdo a S. fuscomarginatus em relagao as outras duas.

Na DAPC (quatro eixos retidos) (Figura 6) Scinax fuscomarginatus se separou
totalmente de S. pusillus e S. cf. pusillus no eixo 1. No eixo 2, S. pusillus ¢ S. cf. pusillus se
separaram ligeiramente. As varidveis apontadas como importantes na separacdo de S.
fuscomarginatus de S. pusillus/S. cf. pusillus foram: taxa de emissao de pulso, periodo de pulso,
frequéncia minima, frequéncia maxima, frequéncia dominante ¢ taxa de emissdo de canto.
Houveram diferencas significativas entre S. pusillus e S. cf. pusillus em taxa de emissdo de
canto (F =75, gl =1, 26, p<0,001); periodo de pulso F =12, gl = 1, 26; p-value: p< 0,001 ¢ em
taxa de pulso (F 24, gl 1, 26 DF, p<0,001)

A DAPC sobre os dados de morfometria (Figura 7) também revelou dois grupos no eixo
1, sendo um contendo as populacdes de Scinax cf. pusillus/S. pusillus, ¢ outro contendo S.
fuscomarginatus, com o tamanho (eixo 1) e ndo forma (eixo 2) sendo o fator relacionado a
discriminacao.

Periodo de pulso, taxa de pulso e frequéncia maxima sdo varidveis que permitiram
completa diagnose, separando acusticamente as duas espécies. As analises estatisticas
mostraram que existe diferenciacdo acustica de Scinax fuscomarginatus e S. cf. pusillus/S.
pusillus (Figura 8). A variavel “taxa de emissdo de canto” apresentou valores que além de
separarem S. fuscomarginatus de S. cf. pusillus, acabou separando também a populagao de S.
cf. pusillus de Uberlandia e a populagdo de S. pusillus de Rio Verde. A variagdo da taxa de
emissdo de canto entre individuos coespecificos esta aliada com a motivagao do macho que esta
vocalizando, e essa motivacao vai depender de alguns fatores, como por exemplo condigdes
climaticas e/ou contexto social em que o individuo se encontra (ex.: macho vocalizando em
coro provavelmente estard mais motivado do que se estivesse cantando isoladamente)
(KOHLER et al., 2017). Sendo assim, a variagdo na taxa de emissio de canto aqui encontrada
para populagdes coespecificas, provavelmente pode ser explicada pelos fatores extrinsecos

supracitados.
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A estatistica também aponta para 4 importantes variaveis morfométricas que podem

diferenciar Scinax fuscomarginatus de S. cf. pusillus/S. pusillus (Figura 9).
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PCA eigenvalues
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Figura 6. Grafico de dispersdo da analise discriminante (DAPC) sobre os dados de canto das populagdes estudadas.
Abreviagoes: fUdi = Scinax fuscomarginatus de Uberlandia; fLocs = S. fuscomarginatus de demais localidades; pUdi =

S. cf. pusillus de Uberlandia; pRV = S. pusillus de Rio Verde.
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Figura 7. Grafico de dispersdo da analise de discriminante (DAPC) sobre os dados morfométricos das
populagdes estudadas. Abreviagdes: fUdi = Scinax fuscomarginatus de Uberlandia; flLocs = S.
fuscomarginatus de demais localidades; pUdi = S. cf. pusillus de Uberlandia; pRV = S. pusillus de Rio
Verde.
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Figura 8. Boxplots de variaveis acusticas importantes na diferenciacdo de Scinax fuscomarginatus e S. pusillus/ S. cf. pusillus.

Localidades e o respectivo numero de individuos gravados, presentes no eixo X. Abreviagdes: fUdi = S. fuscomarginatus de

Uberlandia; fLocs = S. fuscomarginatus de demais localidades; pRV = S. pusillus de Rio Verde; pUdi = S. cf. pusillus de

Uberlandia. Apenas os valores médios de cada individuo foram considerados.
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Figura 9. Boxplots de quatro varidveis morfométricas potenciais para a distingdo entre S. fuscomarginatus e S. pusillus/ S.

cf. pusillus. Localidades e o respectivo nimero de individuos analisados, presentes no eixo X Abreviacdes: fUdi = S.

fuscomarginatus de Uberlandia; fLocs = S. fuscomarginatus de demais localidades; pRV = S. pusillus de Rio Verde; pUdi

= 8. cf. pusillus de Uberlandia; n = nimero de espécimes analisados.
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DISCUSSAO

Como indicado pelas andlises discriminantes, os espécimes que referimos como Scinax
fuscomarginatus corresponderam a espécie nominal, diferindo das populagdes de S. cf. pusillus
de Uberlandia e de S. pusillus de Rio Verde-GO. A caracterizagao de topotipos de S. pusillus
permite reconhecé-la como distinta de S. fuscomarginatus, ambas inclusive ocorrendo em
sintopia na localidade-tipo de S. pusillus. Portanto, como sugerido por Cardoso e Pombal
(2010), S. fuscomarginatus pode realmente representar um complexo de espécies. Nossos dados
demonstram que a sinonimizacao de S. pusillus com S. fuscomarginatus feita por Brusquetti et
al. (2014), ndo se justifica e seu status de espécie plena deve ser retomado. Os espécimes de
Uberlandia que denominamos S. cf. pusillus, até entdo referidos como S. fuscomarginatus na
literatura (BRUSQUETTI et al., 2014) corresponderam morfométrica e acusticamente a S.
pusillus, sendo que diferencas significativas encontradas entre S. pusillus de Rio Verde e S. cf.
pusillus de Uberldndia correspondem a varidveis temporais, as quais sdo mais influenciadas
pelo contexto climatico e social (KOHLER et al., 2017), com a maior taxa de emissdo de canto
dos topotipos sendo coerente com a maior temperatura no dia da obtencao das gravacdes. Assim
como em Rio Verde, em Uberlandia S. fuscomarginatus e S. cf. pusillus ocorrem
sintopicamente, reforcando o carater de espécie plena de cada uma.

Em relagdo ao canto de anuncio, varidveis espectrais (frequéncia minima, frequéncia
maxima e frequéncia dominante) e temporais (periodo de pulso, taxa de pulso e taxa de emissao
de canto) foram importantes no diagnostico acustico das espécies. Em relagdo a morfometria,
quatro variaveis (largura da cabeca, comprimento da mao, comprimento rostro-cloacal e
comprimento da cabega) apresentaram importancia para a distingdo morfométrica entre as duas
espécies. Os dados morfométricos aqui apresentados se mostraram mais conservados que os
dados acusticos, sendo esses ultimos muito mais eficazes para a discriminagdo das espécies em
questao. Portanto, tal fato evidencia a necessidade de uma abordagem taxondmica integrativa,
incorporando dados bioacusticos a andlises morfoldgicas, morfométricas, entre outros
conjuntos de dados.

Além disso, testes estatisticos multivariados baseados na morfometria e bioacustica
corroboram fortemente a ideia de que existem duas espécies diferentes. A maioria dos intervalos
de valores aqui reportados correspondentes tanto as varidveis acusticas, quanto as variaveis
morfométricas, condizem com os respectivos intervalos de valores reportados no trabalho de
descri¢cao original de Scinax pusillus (POMBAL et al., 2011). Considerando a arvore
filogenética proposta por Brusquetti et al. (2014) para o grupo, a revalidacdo de S. pusillus

resultaria em S. fuscomarginatus parafilética, havendo assim a necessidade de uma nova e



35

extensa revisdo taxondmica de S. fuscomarginatus, para esclarecer quais populacdes
correspondem a linhagem nominal, se alguma delas correspondem a nomes indevidamente
sinonimizados ou se necessitam receber novos nomes. A consideravel distancia genética (> 3%)
entre os subclados de S. fuscomarginatus na filogenia de Brusquetti et al. (2014), somada a
algumas diferencas morfométricas e acusticas entre populacdes que foram por eles consideradas
apenas variagdes intraespecificas, evidenciam que alguns desses subclados na verdade possam
representar outros nomes que nao sejam Scinax fuscomarginatus.

Divergindo do padrdo até entdo reportado para a espécie, o canto de anuncio de todos
os espécimes de S. fuscomarginatus de Rio Verde-GO apresentaram duas bandas de frequéncia
com energia substancial em cada (Figura 2), sendo que a frequéncia dominante alternou a sua
correspondéncia entre as bandas durante as emissdes de cantos. Varias espécies de Scinax
possuem o canto composto por duas bandas de frequéncia enfatizadas (ndo-harmonicas),
podendo alternar a correspondéncia da frequéncia dominante entre ambas as bandas durante a
vocalizagdo (MAGRINI et al., 2011; BANG et al., 2017; CARVALHO et al., 2017). Tal fato
poderia ter relevancia no reconhecimento espécie-especifico (GERHARDT, 2005; MAGRINI
et al., 2011), porém estudos mais aprofundados sobre processos biomecanicos ¢ fisiologicos
s30 necessarios para compreender, como as espécies sao capazes de alternar a dominancia entre
essas bandas de frequéncia ao longo do canto, e para avaliar a real relevancia exercida.

Dado isso, ¢ de suma importancia realizar gravagoes de qualidade em campo, obter uma
alta amostragem acustica (o que permite comparacgdes e aplicagdes de um maior numero de
varidveis) e efetuar anélises de canto padronizadas (seguindo, por exemplo, KOHLER et al.,

2017).

CONCLUSOES

As andlises acusticas e morfométricas, corroboradas por andlises estatisticas,
demonstram que as populagdes que estudamos correspondem a duas espécies: Scinax
fuscomarginatus € S. pusillus. Ambas ocorrem em sintopia tanto em Uberlandia quanto em Rio
Verde (localidade-tipo de S. pusillus), refutando assim a literatura quanto a sinonimia de S.

pusillus em relacdo a S. fuscomarginatus.
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APENDICE A — BASE DE DADOS ACUSTICOS UTILIZADA
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Label Localidade Hora Data (dd/mm/aaaa) Temperatura do ar (°C)
Scinax_pusillusRioVerdeGOlaDLB_ AAGm671 Rio Verde-GO | 19:30 07/01/2019 22
Scinax_pusillusRioVerdeGO1dDLB_ AAGm671 Rio Verde-GO | 19:30 07/01/2019 22
Scinax_pusillusRioVerdeGOlaPM_AAGm671 Rio Verde-GO | 20:22 07/01/2019 25.6
Scinax_pusillusRioVerdeGO2bAGL _AAGmM671 Rio Verde-GO | 20:37 07/01/2019 25.6
Scinax_pusillusRioVerdeGO2aDLB  AAGm671 Rio Verde-GO | 19:45 07/01/2019 22
Scinax_pusillusRioVerdeGO3aAGL AAGm671 Rio Verde-GO | 20:57 07/01/2019 25.6
Scinax_pusillusRioVerdeGO3aDLB  AAGm671 Rio Verde-GO | 19:55 07/01/2019 24.2
Scinax_pusillusRioVerdeGO3bDLB  AAGm671 Rio Verde-GO | 19:55 07/01/2019 24.2
Scinax_pusillusRioVerdeGO4aAGL AAGm671 Rio Verde-GO | 21:12 07/01/2019 25.6
Scinax_pusillusRioVerdeGO4aDLB. AAGm671 Rio Verde-GO | 20:00 07/01/2019 24.2
Scinax_pusillusRioVerdeGO4bDLB  AAGm671 Rio Verde-GO | 20:00 07/01/2019 24.2
Scinax_pusillusRioVerdeGO5aAGL _AAGm671 Rio Verde-GO | 21:27 07/01/2019 25.6
Scinax_pusillusRioVerdeGO5aDLB  AAGm671 Rio Verde-GO | 20:16 07/01/2019 24.2
Scinax_pusillusRioVerdeGO6aDLB_ AAGm671 Rio Verde-GO | 20:18 07/01/2019 24.2
Scinax_pusillusRioVerdeGO7aDLB_ AAGm671 Rio Verde-GO | 20:39 07/01/2019 24.2
Scinax_pusillusUberlandiaMG2aA AGmt Uberlandia-MG | 20:30 19/01/2009 22
Scinax_pusillusUberlandiaMG3aAAGmt Uberlandia-MG | 20:32 19/01/2009 22
Scinax_pusillusUberlandiaMG5aAAGmt Uberlandia-MG | 20:42 19/01/2009 22
Scinax_pusillusUberlandiaMG6aA AGmt Uberlandia-MG | 20:50 19/01/2009 22
Scinax_pusillusUberlandiaMG7aAAGmt Uberlandia-MG | 21:00 19/01/2009 22
Scinax_pusillusUberlandiaMG9aA AGmt Uberlandia-MG | 19:30 22/01/2009 214
Scinax_pusillusUberlandiaMG10aAAGb Uberlandia-MG | 20:40 05/01/2010 25
Scinax_pusillusUberlandiaMG13aAAGGm Uberlandia-MG | 20:09 03/11/2017 25
Scinax_pusillusUberlandiaMG14aAAGm661 MK2 Uberlandia-MG | 19:20 09/11/2017 23
Scinax_pusillusUberlandiaMG15aAAGm661MK?2 Uberlandia-MG | 19:12 11/11/2017 21
Scinax_pusillusUberlandiaMG16aAAGm661MK2 Uberlandia-MG | 19:31 11/11/2017 21
Scinax_pusillusUberlandiaMG17aAAGm661MK?2 Uberlandia-MG | 19:36 11/11/2017 21
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Scinax_pusillusUberlandiaMG18aAAG661 MK?2 Uberlandia-MG | 19:32 14/12/2017 23
Scinax_pusillusUberlandiaMG19aAAG661MK?2 Uberlandia-MG | 19:49 14/12/2017 23
Scinax_pusillusUberlandiaMG20aAGL AAGm671 Uberlandia-MG | 20:30 14/12/2018 -
Scinax_fuscomUberlandiaMG1aAAGb Uberlandia-MG | 19:15 11/01/2005 27.9
Scinax_fuscomUberlandiaMG2aAAGb Uberlandia-MG | 19:10 - 25
Scinax_fuscomUberlandiaMG3aAAGmt Uberlandia-MG | 21:05 19/01/2009 22
Scinax_fuscomUberlandiaMG10aTRC AAGmt Uberlandia-MG | 21:02 10/11/2010 21
Scinax_fuscomUberlandiaMG11aAAGGm661Mk2 Uberlandia-MG | 19:19 28/10/2017 23
Scinax_fuscomUberlandiaMG12aAAGGm661Mk2 Uberlandia-MG | 19:38 28/10/2017 23
Scinax_fuscomUberlandiaMG13aAAGGm661Mk2 Uberlandia-MG | 19:40 28/10/2017 23
Scinax_fuscomUberlandiaMG14aAAGGm661Mk2 Uberlandia-MG | 19:45 28/10/2017 23
Scinax_fuscomUberlandiaMG15aAAGGm Uberlandia-MG | 19:55 03/11/2017 25
Scinax_fuscomUberlandiaMG16aAAGGm Uberlandia-MG | 20:01 03/11/2017 25
Scinax_fuscomUberlandiaMG17aAAGGm Uberlandia-MG | 20:04 03/11/2017 25
Scinax_fuscomUberlandiaMG18bAAGmM661MK?2 Uberlandia-MG - 11/11/2017 22
Scinax_fuscomUberlandiaMG19aAAGm661MK?2 Uberlandia-MG | 18:51 11/11/2017 22
Scinax_fuscomUberlandiaMG20aAAGm661MK?2 Uberlandia-MG | 19:10 09/12/2017 24
Scinax_fuscomargRioVerdeGOlaPM_AAGm671 Rio Verde-GO | 19:50 07/01/2019 25.6
Scinax_fuscomargRioVerdeGO1bPM_AAGm671 Rio Verde-GO | 19:51 07/01/2019 25.6
Scinax_fuscomargRioVerdeGO2bPM_AAGm671 Rio Verde-GO | 20:15 07/01/2019 25.6
Scinax_fuscomRioVerdeGO1cAGL AAGm671 Rio Verde-GO | 19:54 07/01/2019 25.6
Scinax_fuscomargCaiaponiaGOlaPM_AAGm671 Caiaponia-GO | 20:48 05/02/2018 22
Scinax_furcomltuiutabaMG1aAAGm661MK2 Ituiutaba-GO 19:46 05/12/2017 23
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APENDICE B — LISTA DE ESPECIMES EXAMINADOS

Espécimes testemunho por localidade: Uberlandia - MG (AAG-UFU 4957, AAG-UFU
6054-57, AAG-UFU 6075-82, AAG-UFU 6118-21, AAG-UFU 6125-26, AAG-UFU 6440—
41); Rio Verde - GO (AAG-UFU 6448, AAG-UFU 6451-60); Ituiutaba - MG (AAG-UFU
6127, AAG-UFU 6432-36); Caiaponia - GO (AAG-UFU 6320-23, AAG-UFU 6423-27);
Guararapes - SP (AAG-UFU 2023); Alto Paraiso de Goias - GO (AAG-UFU 3337); Pontal do
Araguaia - MT (AAG-UFU 3468, AAG-UFU 3471-72, AAG-UFU 3474, AAG-UFU 5251,
AAG-UFU 5374-76); Costa Marques - RO (AAG-UFU 5302, AAG-UFU 5328); Sdo Romao
- MG (AAG-UFU 5692-93); Cuiaba - MT (AAG-UFU 5730, AAG-UFU 5960-61); Nova

Ubiratd - MT (AAG-UFU 6532-34).



