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RESUMO

A comunicacdo bioacustica em anuros € amplamente desenvolvida, sendo
relevante na estruturacdo social e de territérios, além da escolha de parceiros.
Considerado espécie-especifico, os cantos de anuncio possuem influéncia direta no
isolamento reprodutivo pré-zigético, tornando necessaria a investigacdo desse
atributo fenotipico para compreenséao da evolucédo do grupo, bem como mecanismos
de especiacdo. Desse modo, o presente trabalho se propde a descrever a variagao
dos parametros acusticos, testando a presenca de sinal filogenético e adequacéo de
modelo evolutivo através da filogenia do clado formado pelos géneros Phyllomedusa
e Pithecopus (Phyllomedusinae). Para tal, foram analisados 7 parametros acusticos,
1 morfolégico (tamanho de corpo) e 1 ambiental de 15 espécies, testando a
presenca de sinal filogenético, ajuste de modelo evolutivo e correlagcdo do canto com
o tamanho de corpo e estrutura ambiental. Foi observada uma evidente relagao
entre o tamanho de corpo e os parametros do canto, com agrupamentos de dados
por género. O ambiente ndo demonstrou influéncia nos caracteres analisados. No
geral, os dados indicam que as caracteristicas do canto em Phyllomedusa e
Pithecopus evoluem de acordo com o movimento browniano em direta relagdo com
a evolucao do tamanho do corpo.

Palavras-chave: Evolucéo do canto. Sinal Filogenético. Modelo evolutivo.
Bioacustica. Phyllomedusinae.



ABSTRACT

Bioacoustic communication in anurans is widely developed, being relevant in
the social and territory structuring, as well as in the choice of partners. Considered
species-specific, advertisement calls have a direct influence on pre-zygotic
reproductive isolation, making it necessary to investigate this phenotypic trait to
understand the evolution of the group, as well as speciation mechanisms. Thus, the
present work proposes to describe the variation of acoustic parameters, testing the
presence of a phylogenetic signal and adequacy of an evolutionary model through
the phylogeny of the clade formed by the genera Phyllomedusa and Pithecopus
(Phyllomedusinae). For this purpose, 7 acoustic, 1 morphological (body size) and 1
environmental parameters of 15 species were analyzed, testing the presence of a
phylogenetic signal, evolutionary model adjustment and correlation of song with body
size and environmental structure. A clear relationship was observed between body
size and song parameters, with data groupings by gender. The environment showed
no influence on the analyzed characters. Overall, the data indicate that song
characteristics in Phyllomedusa and Pithecopus evolve according to Brownian
motion in direct relation with the evolution of body size.

Keywords: Call evolution. Phylogenetic signal. Evolutive model. Bioacoustics.
Phyllomedusinae.
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1 INTRODUCAO

A comunicacdo animal ocorre quando a emissdao de um sinal por um
individuo influencia no comportamento de outro, instantaneamente ou no futuro
(HODL E AMEZQUITA, 2001; BRADBURY & VEHRENCAMP, 2011). Dentro da
prépria espécie, a comunicacdo é comumente utilizada em varias situacdes sociais,
como delimitar territorios, reconhecimento de juvenis, escolha de parceiros e
formacdo e manutengdo de grupos sociais (GILLAM, 2011). Além disso, a
comunicacdo pode ser interespecifica, como quando um predador identifica cantos
de andncio da presa (RYAN et al. 1982), ou até emite sons em alta frequéncia para
localizacéo espacial destas (GILLAM, 2011).

Em anuros, esses sinais podem ser visuais, como cores aposematicas ou
comportamentos de exibicdo (HARTMANN, 2005; TOLEDO & HADDAD, 2008),
guimicos (como em Leiopelma hamiltoni; WALDMAN & BISHOP, 2004), tateis (como
em Hylodes japi; DE SA, 2016), acusticos ou ainda multimodais, nos quais a
sinalizagdo é complexa, usando mais de uma modalidade sensorial (DE SA,
2016). Entretanto, considerado um grupo “eminentemente acustico”, a comunicagao
acustica é amplamente desenvolvida e com relevancia singular para o grupo, com
funcbes na organizacdo social, disputas territoriais e escolha de parceiros
(BRUINJE, 2014). Os cantos sdo responsaveis pelo reconhecimento espécie-
especifico, possuindo papel primordial na descricdo de espécies e na deteccdo de
espécies cripticas (KOHLER, 2017; ANDRADE, 2020). Além disso, as caracteristicas
do canto sao estruturadas nas filogenias, refletindo em as relacdes evolutivas entre
os taxons (GERHARDT, 1994; GUERRA, 2018; SULBARAN et al, 2018). Ainda,
técnicas de monitoramento acustico tém sido utilizadas para estimar melhor a
diversidade herpetolégica (MELO et al 2021).

Como o0 canto é espécie-especifico, os cantos de anuncio possuem
influéncia direta no isolamento reprodutivo pré-zigético, o que o0s torna uma
carateristica fenotipica necesséaria para a compreensao de sinais evolutivos e
mecanismos de especiacdo (KOHLER, 2017). Um exemplo é a formac&o de zonas
de “mosaico”, com reducdo de fluxo génico por selecdo natural reforcada que
conduz a uma especiagdo alopétrica entre linhagens irmas. Para isso, é necessario

que a selecdo atue contraria a hibridizacdo, com fémeas demonstrando percepcao



Xl

da diferenca na comunicacao e priorizacdo de linhagens proximas, e por fim, que
essa caracteristica seja hereditaria e ndo tenha sido fruto de variacbes ecologicas
(HOSKIN et al., 2005), como a competicdo por espaco de canto, por exemplo.

Fatores como temperatura e umidade s&o caracteristicas ambientais que
influenciam diretamente na ecologia dos seres vivos (BEGON, 2006). De maneira
geral, a diversidade dos anfibios da regido neotropical reflete uma historia evolutiva
vinculada intrinsecamente a caracteristicas ambientais e da geografia (JETZ &
PYRON, 2018), que produziu uma diversidade de linhagens endémicas.

Anfibios sdo ectotérmicos, com, majoritariamente, um ciclo de vida bifasico,
vinculado diretamente a corpos de agua (DUELMAN & TRUEB, 1986; LIEDTKE et
al, 2022). Esses animais reduzem suas atividades metabolicas em baixas
temperaturas e ficam incapacitados em temperaturas muito elevadas, sendo muito
suscetiveis a dessecacao, que esta diretamente relacionada ao uso do ambiente,
bem como tém influéncia nos comportamentos (WELLS, 2007). Ainda, a temperatura
corporal, altamente influenciada pela temperatura ambiental, afeta alguns
parametros temporais na vocalizacao dos anuros (GOUTTE, 2018).

A sazonalidade ambiental também possui influéncia nas atividades
reprodutivas dos anuros, sendo que comumente sao animais mais ativos a noite, e
gue possuem fase reprodutiva associada a estacdes quentes, com reproducéo
constante em locais tropicais sem sazonalidade. Ainda, séo altamente atrelados a
umidade relativa do ar, sendo que a chuva influencia diretamente na diversidade
filogenética do grupo e também na variabilidade de modos de reproducdo, com
renovacao de sitios e surgimento de sitios efémeros (MAFFEI, 2014, LIEDTKE et al,
2022).

O ambiente possui grande influéncia na determinacdo da comunicagéo entre
anuros, sendo a comunicacao visual (p. ex.) mais presente em espécies diurnas,
com habitat em ambientes torrenciais (HADDAD, 1999). Para as emissfes sonoras,
0 ambiente atua como agente de selecao, pois tem papel fundamental na otimizacao
ou na degradacéo do sinal, e pode ser um limitador para a propagacdo do som,
impedindo o estabelecimento da comunicacdo (ERDTMANN; LIMA, 2013,
GERHARDT, 1994).

Também é sabida a influéncia da estrutura ambiental na emisséo
bioacustica, sendo que em ambientes com alta densidade vegetal a absorcdo de

ondas sonoras é otimizada, enquanto em ambientes abertos a propagacdo sonora
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se torna variavel de acordo com as condi¢des do ar. Além disso, o “efeito solo” € a
forma com a qual a porosidade do solo influencia na propagacéo do sinal, sendo que
sons abaixo de 0,5 kHz sdo diminuidos, enquanto frequéncias maiores sao
favorecidas (MORTON, 1975). Ou seja, sons que se propagam em ambientes
florestais teriam estruturas diferentes de sons que se propagam ambientes abertos
(FENG, 2006, GOUTTE, 2018).

Individualmente o canto ainda pode variar de acordo com o tamanho do
corpo e caracteristicas micro ambientais, sendo que quando a frequéncia do canto é
sobreposta ao ruido do ambiente, a comunicacdo pode ser mascarada, parcial ou
completamente, e o receptor ndo receber o contelddo da mensagem (GOUTTE,
2018). A comunicacdo pode variar de forma muito rdpida, seja por recombinacéo
genética, aprendizado cultural ou adaptacdo local, além de estratégias de
vocalizacdo individuais do emissor (LEE, 2016). Ja foi observado que alguns
machos observam os cantos de seus potenciais competidores intraespecificos, a fim
de direcionar ofensivas fisicas para chamar atengéo de fémeas (SCHOU, 2021).

A escolha dos machos para a reproducdo através da sinalizacdo acustica
comumente estd atrelada a uma percepcdo de que 0s cantos mais custosos
energeticamente sdo “melhores”, representando melhor saude e um valor de fithess
mais alto. Porém, de que forma as caracteristicas acusticas sdo qualificadas pelas
fémeas varia grandemente entre as espécies (SCHOU, 2021). Ou seja, a
comunicacdo pode ser modificada antes, durante ou apds a emissao, sendo, ainda,
dependente da percepcéo do receptor (LEE et al., 2016).

A hipotese da adaptacéo acustica (HAA) estabelece que a comunicacéo por
sons € otimizada pelas condi¢cdes locais que o emissor se encontra (RYAN,
COCROFT & WILCZYNSKI, 1990), de modo que os sinais acusticos seriam
selecionados em cada ambiente de acordo com a distancia da propagacédo e
integridade do contetdo (GOUTTE, 2018). Ainda, a HAA elucida que a comunicagao
animal atinge seu 6timo quando o individuo esta em seu proprio habitat
(VELASQUEZ, 2018), com o ambiente “moldando” os sinais acusticos através da
selecao natural (GOUTTE, 2018).

A HAA tem resultados bastantes disputados em Anura (EY & FISHER,
2009), com a maioria dos resultados indicando auséncia dessa otimizagdo ambiental
(BOSCH & LA RIVA, 2004). Entretanto, ranideos podem apresentar cantos de

anuncio mais curtos e agudos se estiverem em ambientes com alto ruido (GOUTTE,
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2018). Contrariamente, em escala populacional, a deriva genética parece ter uma
maior influéncia na divergéncia acustica em relacdo as interacfes dos individuos
com seu ambiente (LEE, 2016). Atualmente, ndo ha consenso sobre a HAA em
Anura, visto que a maioria dos estudos propbe comparacdes interespecificas, que
possuem influéncia do tamanho corporal das espécies, bem como suas relacdes
filogenéticas, podendo confundir os resultados (VELASQUEZ, 2018). Ainda, varias
dessas andlises possuiam uma estrutura analitica em que efeitos historicos
(filogenia) e medidas dicotbmicas do ambiente podem ter contribuido para que os
resultados sejam ambiguos. Assim, levar em consideracdo a historia evolutiva e
medidas mais continuas de ambiente podem ser estratégias de teste mais efetivo
para a hipétese (CASTELLANO et. al., 2003).

Ademais, o aquecimento global é uma realidade que tende a se agravar
significativamente ainda dentro do século atual, com alguns estudos apontando
cerca de 35% da diversidade de anfibios comprometida por influéncia disto
(HOFFMAN et al. 2010), sendo o grupo de vertebrados mais fortemente impactado.
Uma evidéncia disso € que as popula¢gdes vém declinando h& cerca de 2 décadas,
especialmente na regidao Neotropical (MAFFEI, 2014). A perda de espécies, unida a
fragmentacdo ambiental e ao baixo conhecimento da diversidade taxondmica geram
uma falta de aprofundamento sobre as funcdes ecoldgicas desempenhadas pela
comunicacdo acustica, como as diferencas intra e interespecificas, bem como a
interacédo dela com o ecossistema de forma geral (GUERRA, 2018).

Sob essa perspectiva, a subfamilia Phyllomedusinae Gunther, 1858
(Hylidae) é um taxon ideal para testar essa hipétese. No Brasil ocorrem 42 espécies,
em sete géneros, sendo que o presente projeto atua com énfase em dois destes
géneros: Phyllomedusa Wagler, 1830 e Pithecopus Cope, 1866. Ambos sé&o
distribuidos entre véarios biomas e possuem ampla variacdo de tamanho (FROST,
2023), que, como supracitado, sdo caracteristicas ja tidas como de grande influéncia
na comunicacdo bioacustica (ROHR et. al., 2020). Para o canto de soltura (que
possui menor pressao de selecdo do que o canto de anuncio), por exemplo, ja foram
evidenciadas diferengas marcantes entre os géneros Pithecopus e Phyllomedusa,
sugerindo a presenca de sinal filogenético, ou seja, que o sinal esta estruturado ao
longo da evolucéo do grupo (MANGIA et. al., 2019). Ainda, quando analisados os
cantos de anuncio em diferentes escalas para os géneros, foi verificado que a maior

parte da variabilidade entre estes pode ser explicada por diferencas interespecificas,
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sendo que todos os parametros acusticos testados apresentaram sinal filogenético
significativo (ROHR et. al., 2020).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Descrever de que forma a comunicagdo de anuncio evoluiu em
Phyllomedusinae (Anura, Hylidae), precisamente nos géneros Phyllomedusa e
Pithecopus.

1.1.2 Objetivos especificos

¢ Quantificar parametros acusticos e temporais médios dos cantos de anuncios
amostrados;

e Testar a presenca de sinal filogenético e ajustar modelos de evolucédo as
caracteristicas dos cantos de anuncio;

e Avaliar a influéncia do tamanho de corpo médio e estrutura de habitat por

especie.



XVl

2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DE DADOS

Dentre as espécies analisadas (TABELA 1), alguns arquivos de audio foram
cedidos pelo pesquisador Lucas Batista Crivellari (UFPR), enquanto outros foram
disponibilizados pela Fonoteca Neotropical Jacques Vielliard (UNICAMP). Cada um
dos arquivos, representando os cantos de um individuo, foram analisados no
software SoundRuler®. De cada individuo foram selecionados aleatoriamente um
méaximo de 5 cantos para analise. Os parametros acusticos analisados foram: total
de pulsos, frequéncia dominante do pulso, frequéncia fundamental do pulso, pico do
pulso e a largura de banda. Para amostragem de parametros temporais, foram
utilizados tempo entre picos de pulsos e duracéo do pulso. Em seguida, os valores
médios por individuo foram utilizados para obter uma média por espécie, como em
Bruinjé (2014).

Para obtencdo da média de tamanho de corpo por espécie, foram utilizadas
as informacgdes de comprimento rostro-cloacal de Womack & Bell (2020), enquanto a
arvore filogenética de referéncia comparativa foi obtida de Jetz & Pyron (2018). Por
fim, as informacgBes sobre habitat foram retiradas da IUCN (2023). Das categorias de
habitat disponibilizadas (Habitat Classification Scheme v.3.1, - IUCN, 2023) Forest
foi considerado como ambiente fechado, enquanto Savanna ou Shrubland
(arbustivo) foram considerados ambientes abertos. No caso de espécies que
ocorrem em mais de um habitat, esta foi considerada de ambiente misto. O habitat
do tipo Wetland (inland) foi considerado como parte das definicbes descritas

anteriormente quando em associacdo com uma dessas categorias.
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QUADRO 1 - NUMERO DE INDIVIDUOS QUE FORAM ANALISADOS PARA DETERMINAR A ESTRUTURA DO CANTO
DE ANUNCIO NOS GENEROS Phyllomedusa E Pithecopus E FONTE DOS DADOS

Phyllomedusa

Espécies NUmero de individuos Origem dos audios
P. bicolor 1 FNJV
P. boliviana 1 FNJV
P. burmeisteri 5 FNJV
P distincta 8 Doisdionﬁj\(;uisador, seis
P. iheringii 1 FNJV
P. sauvagii 1 FNJV
P. tarsius 2 FNJV
P. tetraploidea 8 Pesquisador
P. vaillantii 2 FNJV
Pithecopus
Espécies NuUmero de individuos Origem dos audios
P. azureus 3 Pesquisador
P. rusticus 7 s do pesquisador
P. megacephalus 1 FNJV
P. nordestinus 2 FNJV
P. palliatus 2 FNJV
P. rohdei 6 FNJV

Fonte: FNJV e pesquisador

2.2 ANALISE DA VARIACAO ACUSTICA, PRESENCA DE SINAL FILOGENETICO E
MODELO EVOLUTIVO

As andlises filogenéticas comparativas foram todas realizadas no ambiente
R (R-Development-Core-Team 2023), utilizando os pacotes ape (PARADIS, 2019),
geiger (et al, 2014), phylosignal (KECK, RIMET & FRANC, 2016) e phytools
(REVELL, 2012). Também, em todas as andlises, o valor utilizado do grau de

significAncia para se rejeitar a hipotese nula (valor-p) foi de 0,05.

2.2.1 Anélise multivariada — PCA e MANCOVA

Para observar os possiveis padrdes na estrutura da variancia/covariancia
dos dados, foi utilizada uma Analise de Componentes Principais (PCA). O PCA é
uma técnica estatistica multivariada que reduz o conjunto original de varidveis a uma

matriz associativa, que gera eixos que representam 0s principais eixos de variacao
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(componentes principais). A PCA é indicada para a menor perda possivel de
informacbes de uma massa de dados, sendo que a variacdo observada é
redistribuida nos eixos originais, gerando vetores ortogonais com 0s parametros
acusticos, através dos quais as espécies (pontos) séo distribuidas.

Para correlacionar as caracteristicas de habitat e tamanho de corpo as
variaveis acusticas, foi utilizada a Analise Multivariada de Covariancia (MANCOVA)
que testa o efeito de uma variavel preditora a mudaltiplas varidveis resposta

simultaneamente (matriz de varidveis resposta).

2.2.2 Presenca de sinal filogenético

Todos os parametros utilizados foram testados de forma individual para o
sinal filogenético, através da estatistica A (lambda) de Pagel (PAGEL, 1999). Esta, ja
amplamente utilizada na inferéncia de padrdes evolutivos para caracteres biol6gicos
(BRUINJE, 2014), varia entre 0 e 1, sendo que, quanto mais proximo de 1, maior a
indicacdo de presenca de sinal filogenético.

Considerando que as analises de sinal filogenético sdo globais, elas tém
como premissa considerar a variacdo da caracteristica como homogénea ao longo
da arvore filogenética. Para testar a variacdo de sinal filogenético em escala local foi
usado uma medida de sinal que considera variagcao local, o | de Moran local
(ANSELIN, 1995) que detecta regides de autocorrelacdo maior ou menor de acordo
com o padrdo geral na arvore. Assim, € possivel determinar pares de espécies que

diferem, entre si, mais (ou menos) do padrao geral da arvore.

2.2.3 Adequacéo ao modelo evolutivo

Os parametros estruturados na filogenia (sinal filogenético significativo)
foram ajustados a quatro modelos evolutivos dentre Early Burst, White-Noise,
Movimento Browniano e Ornstein-Uhlenbeck (quadro 2), para determinar o modo de
evolucdo de cada carater individualmente. Para determinagdo do melhor modelo, foi
utilizado o Critério de Akaike corrigido (AICc), sendo que o modelo com menor AICc
possui melhor ajuste, pois mantém a maior parte da informagéo contida nos dados
(BRUINJE, 2014).
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QUADRO 2 - DESCRICAO DAS PREMISSAS DE CADA MODELO DE EVOLUGAO UTILIZADOS NA
ANALISE

Modelos evolutivos

Early Burst (EB) Representa uma radiacao adaptativa onde ocorre um aumento
rapido das taxas de especiacéo e de evolucéo dos caracteres,
seguido por uma reducéo na diversificacao

White-noise (WHITE) Uma relacao nao-filogenética, com distribuicdo normal e auséncia
de covariancia interespecifica.

Brownian Movement (BM) Evolugéo neutra, apenas em fung¢éo do tempo (PARADIS, 2012).

Ornstein-Uhlenbeck (OU) Forcas de sele¢éo atuantes, gerando uma zona adaptativa

(BUTLER et al, 2004).

3 RESULTADOS

3.1 ESTRUTURA DO CANTO DE ANUNCIO E PARAMETROS ACUSTICOS

Dois tercos das espécies analisadas ocorrem em habitats de ambientes
fechados. Além disso, entre as espécies analisadas, a distribuicdo das
caracteristicas normalizadas (TABELA 1, FIGURA 1) CRC, FF, FD e NP variam de
acordo com os dois géneros na filogenia, indicando uma relacdo historica e
alométrica. J&4 as caracteristicas IP, DP, PP e LB sdo mais variadas entre as
espécies, como demonstrado na FIGURA 2, na qual é possivel observar cada uma
das variaveis na filogenia, demonstrando visualmente as proporc¢des das diferencas

no valor dos parametros para cada espécie.



TABELA 1 - MEDIAS DOS PARAMETROS ACUSTICOS POR ESPECIE
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Espécies Habitat CRC (mm) NP FD (Hz) FF (Hz) IP (s) DP (s) PP (Hz) LB
Pithecopus azureus aberto 44 40 4.47 1925.354 962.677 8.781 0.803 0.059 518.980
Pithecopus rusticus misto 35.46 2.81 1764.336 847.819 12.161 0.662 0.483 553.086
Pithecopus nordestinus aberto 43.70 3.23 2476.563 1238.281 7.579 0.807 0.515 713.289
Pithecopus palliatus fechado 62.30 3.86 1898.438 949.219 3.644 1.237 0.050 901.251
Pithecopus rohdei misto 44.40 3.00 1779.595 889.797 8.522 1.113 0.293 708.726
Pithecopus megacephalus NA 60.20 13.22 951.389 475.694 19.351 0.545 0.010 767.037
Phyllomedusa tetraploidea fechado 69.73 10.87 1582.516 679.297 40.174 0.243 0.347 584.822
Phyllomedusa boliviana fechado 76.40 5.83 1118.534 559.267 10.552 0.846 0.080 804.021
Phyllomedusa iheringi aberto 7500 6.42 1590.726 795.363 36.066 0.130 0.042 908.643
Phyllomedusa sauvagii misto 96.60 16.823 1307.753 653.877 12.901 0.509 0.031 841.568
Phyllomedusa bicolor fechado 135.00 8.63 808.594 404.297 145.717 0.197 0.037 966.719
Phyllomedusa tarsius fechado 112.00 9.56 965.558 482.779 11.428 0.350 0.056 787.993
Phyllomedusa vaillantii fechado 84.00 4.56 1312.500 656.250 7.692 0.280 0.057 1063.251
Phyllomedusa burmeisteri fechado 79.00 15.42 1266.493 633.247 18.874 0.276 0.268 799.654
Phyllomedusa distincta fechado 70.00 9.97 1449.135 724.567 34.259 0.179 0.316 702.689

LEGENDA: CRC — Comprimento rostro-cloacal; FD - frequéncia dominante; FF - frequéncia fundamental; IP — intervalo entre pulsos; DP - duracdo do pulso,

PP — pico do pulso; LB — largura de banda.
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FIGURA 1 - VALORES DE MEDIA GERAL POR PARAMETRO
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FONTE: A autora (2023).

LEGENDA: Valores normalizados em fung&o da média geral das variaveis acusticas analisadas em Phyllomedusa spp e Pithecopus spp.
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FIGURA 2 - ARVORE FILOGENETICA COM AS ESPECIES ANALISADAS DE Pithecopus E Phyllomedusa
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FONTE: A autora (2023), adaptado de Jetz & Pyron (2018).
LEGENDA: Filogenia das espécies amostradas, com imagens do animal e também um modelo do oscilograma analisado para a espécie. Os epitetos
especificos, de acordo com Jetz & Pyron (2018), referem-se ao género Phyllomedusa spp, destacado em turquesa. Atualmente, parte do género foi
formalmente renomeado para Pithecopus spp, destacado em rosa.
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3.2 DEFINICAO DOS COMPONENTES PRINCIPAIS

Os componentes principais 1 e 2 explicaram 71% da variacdo/covariacao
dos dados. Com a aplicacdo do método de Broken Stick (FIGURA 3), que seleciona
quais eixos possuem variacdo ndo aleatdria associada, apenas 0 primeiro eixo
(PC1), que responde por 56% da variacdo nos dados foi retido (FIGURA 4). Neste,
ha uma evidente divisdo das espécies por tamanho de corpo, sendo que o vetor que
representa o comprimento rostro-cloacal (CRC) é inversamente posicionado em
relacdo aos dados de frequéncia dominante e fundamental (FD e FF). Assim, é
possivel perceber que espécies de maior tamanho possuem um maior nimero de
pulsos (NP) e intervalo entre pulsos (IP), bem como maior largura de banda. Ja as
espécies de menor tamanho possuem maiores frequéncias, maior duracao do pulso
(DP) e Pico de pulso (PP). No geral, o primeiro componente separa as especies dos
géneros Phyllomedusa (quadrante positivo) e Pithecopus (quadrante negativo). Ja o
PC2, que explica 15% da variacdo, demonstra basicamente a diferenca entre pulsos,
sendo que espécies com maiores duracdo do pulso e largura de banda estdo
dispostas no quadrante positivo, enquanto no quadrante negativo estdo as espécies

com maior pico de pulsos, intervalo entre pulsos e niumero de pulsos.

FIGURA 3 - REPRESENTACAO GRAFICA DO MODELO BROKEN STICK

—=— QOrdination
—=— Broken Stick

Inertia

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PCT PC8

Component

FONTE: A autora (2023).
LEGENDA: Particdo da variagdo na analise de componentes principais pelo modelo de Broken stick
(linha vermelha) e a produzida pela ordenacéao (linha escura).
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FIGURA 4 - COMPONENTES PRINCIPAIS DOS DADOS, PC1 E PC2
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FONTE: A autora (2023).
LEGENDA: representa¢do no espaco acustico dos dois primeiros componentes principais
das espécies (escores) e das varidveis (vetores).

3.3 INFLUENCIA DO TAMANHO DE CORPO E ESTRUTURA AMBIENTAL COM OS
PARAMETROS ACUSTICOS

A andlise de variancia multivariada indicou que o tamanho do corpo (p<0,01)

influencia os paradmetros acusticos (TABELA 2), enquanto a estrutura ambiental

(TABELA 2, p>0,05) ndo influenciou as caracteristicas do canto de anuncio.

TABELA 2 - RESULTADO DA ANALISE DE COVARIANCIA MULTIVARIADA (MANCOVA) TESTANDO
O EFEITO DO TAMANHO DO CORPO (CRC) E DO HABITAT OCUPADO PELAS ESPECIES NA
MATRIZ DE CARACTERISTICAS ACUSTICAS DE Phyllomedusa spp E Pithecopus spp.

Pillai Probabilidade
CRC 0.967 0.008
Estrutura 1.750 0.351

ambiental

3.4 SINAL FILOGENETICO POR PARAMETRO
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A analise do lambda de Pagel indicou cinco dentre oito variaveis com
presenca de padrao na filogenia (TABELA 3). Sao estas: frequéncia dominante (A=
1, p<0,03), frequéncia fundamental (A=1, p<0,02), intervalo entre pulsos (A=1,
p<0,02), duragdo do pulso (A= 1, p<0,01) e comprimento rostro-cloacal (A=1,
p<0,01). Na FIGURA 3, é possivel visualizar o sinal filogenético por parametro
acustico, com os valores significativos indicados em vermelho, indicando regides de

autocorrelacao em relacao ao padréo geral da filogenia.

TABELA 3 - VALORES DE SINAL FILOGENETICO ESTIMADO DAS CARACTERISTICAS
ACUSTICAS PARAAS ESPECIES DE Phyllomedusa E Pithecopus

Lambda Probabilidade
CRC 1.03 0.001
DP 1.02 0.002
IP 1.02 0.019
FF 1.02 0.019
FD 1.00 0.022
NP 0.34 0.224
LB 0.58 0.268

PP 0.00 1.000
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FIGURA 3 - GRAFICO REPRESENTANDO VISUALMENTE O SINAL FILOGENETICO POR
PARAMETRO, POR ESPECIE
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FONTE: A autora (2023).
LEGENDA: Variagéo de sinal filogenético em escala local (I de Moran local) em Phyllomedusa spp e
Pithecopus spp demostrando as espécies que variam do padrdo global.

3.5 ADEQUACAO AO MODELO EVOLUTIVO

Das 5 variaveis que estavam estruturadas na filogenia, apenas o intervalo
entre pulsos e o tamanho da banda tiveram melhor ajuste no modelo White-noise,
indicando que a distribuicdo dos dados é normal e ndo ha covariancia
interespecifica. As demais evoluem de acordo com o modelo movimento browniano,

conforme tabela 4.
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TABELA 4 - AJUSTE DOS MODELOS DE EVOLUCAO AS CARACTERISTICAS ACUSTICAS DE
Phyllomedusa spp E Pithecopus spp. OS MODELOS AJUSTADOS FORAM O MOVIMENTO
BROWNIANO (BM), ORNSTEIN-UHLEMBECK (OU), EARLY BURST (EB) E UM MODELO SEM
COVARIANCIA INTERESPECIFICA (WHITE)

BM ou EB WHITE
132.645 135.827 134.400 145.536
CRC
0.61 0.12 0.25 0
94.209 93.444 97.391 92.422
® 0.19 0.29 0.04 0.48
224.345 227.389 227.527 229.569
i 0.67 0.15 0.14 0,05
203.254 206.318 206.436 208.580
i 0.67 0.14 0.14 0.05
Dp 5.639 8.816 8.821 15.272
0.706 0.144 0.144 0.006
4 DISCUSSAO

O chamado ‘chack call’ é definido como um canto de anuncio com pulsos
maiores (>DP) e menor intervalo entre eles (<IP), tido como comum para espécies
como P. bicolor, P. boliviana e P. tarsius (KOHLER, 2000). Curiosamente, nos dados
analisados, P. bicolor divergiu significativamente da média de intervalo de pulsos,
com 0s maiores intervalos dentre as espécies analisadas. De modo oposto, espécies
como P. distincta, P. iheringii e P. tetraploidea comumente possuem cantos com
menores pulsos, organizados em conjuntos com maiores intervalos (FORTI, 2019),
padrdo que coincide com o encontrado no presente estudo para as espécies. De
forma geral, € proposto que os cantos em Phyllomedusa evoluiram ndo apenas em
adicdo de pulsos(>NP) mas também no aumento do intervalo entre pulsos (>IP; DE
MELLO BEZERRA, 2021), de acordo com os dados coletados.

As analises demonstraram que o tamanho do corpo influencia as
caracteristicas acusticas, especialmente a frequéncia fundamental e dominante, o
que esta de acordo com a maior parte dos estudos similares (ROHR et al., 2020;
TONINI, 2020, DE MELLO BEZERRA, 2021). Comumente isso € associado a ideia
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de que corpos maiores possuem maiores estruturas vocais, 0 que gera maiores
larguras de banda (LB; MARTIN 1972, DE MELLO BEZERRA, 2021), porém ha
excecoes ja relatadas em Anuros, as quais podem estar relacionadas a pequenos
aparatos vocais em corpos grandes (TONINI, 2020). Além disso, a relagédo
inversamente proporcional entre tamanho de corpo e frequéncia dominante é
amplamente relatada para anuros (KOHLER, 2017), de modo que espécies maiores
possuem menores frequéncias e vice-versa, indicando que o tamanho e o uso de
diferentes canais de comunicacdo podem estar associados com 0 processo de
especiacao, pois evoluiram conjuntamente (GINGRAS et al, 2013). Alias, as analises
multivariadas demonstraram uma evidente alometria, na qual o tamanho (CRC) é um
componente relevante para a diferenca observada nos cantos entre as espécies,
apresentando o padrao de Pithecopus com menores CRC e maiores FD, enquanto
Phyllomedusa com maiores CRC e menores FD, uma significante correlacdo inversa
(BEZERRA, 2021)

Para o ambiente, a hip6tese nula de variacBes aleatérias entre os
pardmetros acusticos entre os ambientes foi aceita, reiterando o baixo suporte da
Hipotese da Adaptacdo Acustica (HAA) para anuros, especialmente em analises
intraespecificas (ROHR, 2020; DE MELLO BEZERRA, 2021). Anuros possuem, de
forma geral, menor mobilidade que aves, para as quais foi descrita a HAA
(MORTON, 1975), o que pode explicar o fato do suporte a hipétese para anuros
somente quando em pequenas escalas (VELASQUEZ, 2018; SULBARAN, 2019),
em detrimento a maiores escalas que, devido a medidas de ambiente imprecisas,
nao consideram os habitats locais (presente estudo; GOUTTE, 2018; EY &
FISCHER, 2009). Além disso, varidveis ambientais ndo se resumem a cobertura
vegetal, ja sabida a influéncia da temperatura (KOHLER, 2017), umidade relativa
(SILVERIO, 2021) e barulho de fundo (ROHR, 2016) na vocalizagdo de anuros, o
gue demonstra a complexidade multifatorial na analise da influéncia ambiental na
comunicacao acustica.

Dos cinco parametros acusticos com sinal filogenético significativo, foram
verificadas evidéncias similares na literatura (ROHR, 2020; GINGRAS, 2013;
GOICOECHEA, 2010). Adicionalmente, quando ajustados ao modelo evolutivo, um
dos caracteres apresentou distribuicAo normal e né&o-filogenética (intervalo entre
pulsos - IP), enquanto os demais ficaram todos ajustados ao Movimento Browniano.

Isso pode ter se dado porque Rohr (2020) e Gingras (2013) utilizam da estatistica K
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de Bloomberg (2003), e as métricas utilizadas divergem uma da outra, podendo
apresentar resultados diferentes mesmo na analise de um Unico banco de dados
(MUNKEMULLER et. al., 2012). Além disso, como o sinal filogenético compara a
variabilidade das caracteristicas em relacdo a variabilidade residual considerando a
historia evolutiva, ao analisarmos menos espécies do que Roéhr (2020), a diferenca
na variabilidade pode ser associada com um maior nimero de espécies, sendo
puramente uma questdo de amostragem de tdxon. O movimento browniano € o
modelo mais comum de evolugcdo para caracteristicas quantitativas (Felsestein,
1985). No caso das caracteristicas acusticas isso implica que a variagcdo entre as
espécies foi sendo acumulada proporcionalmente ao tempo de divergéncia, com
incrementos aleatérios. As caracteristicas que ndo se ajustaram a nenhum modelo
de evolucao (White-Noise) tinham parametros no limite da distribuicdo, ou seja, essa
auséncia de ajuste pode ser um efeito da nossa amostragem de taxon ou mesmo
das medidas tomadas e ndo propriamente represente uma caracteristica sem
relagdo com a historia evolutiva do grupo.

No geral, os dados indicam que as caracteristicas do canto em
Phyllomedusa e Pithecopus evoluem de acordo com o0 movimento browniano em

direta relacdo com a evolucédo do tamanho do corpo.
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