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RESUMO

A configuracdo da paisagem e as caracteristicas fenotipicas associadas ao
reconhecimento de parceiros podem influenciar na estrutura genética das populagdes e
nos processos de diversificacio de uma espécie. Além disso, interacdes reprodutivas
entre espécies distintas podem alterar a historia evolutiva de linhagens com a formagéo
de hibridos viaveis. Para investigar essas intera¢des complexas, estudamos o anuro
Bokermannohyla ibitiguara, uma espécie com reproducao prolongada, cantos
elaborados, corte complexa, fémeas seletivas e machos agressivos/territoriais. A espécie
¢ endémica do Cerrado e tem reprodugdo associada a vegetacdo riparia dentro e fora do
Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC), uma zona de contato com o congénero B.
sazimai. Amostramos varios riachos e desenvolvemos microssatélites para analisar a
influéncia da topografia e cobertura vegetal na diferenciacdo genética. Comparamos, em
seguida, morfologia e cantos através da area de distribuicdo e examinamos os papéis da
selecao sexual, deriva genética e adaptagdo acustica a ambientes florestados (Hipotese
da Adaptagdo Acustica; HAA) na diferenciacdo acustica. Testamos também a hipétese de
que B. ibitiguara e B. sazimai podem hibridizar devido a semelhancas fenotipicas.
Individuos de B. ibitiguara mostraram diferenca genética significativa entre riachos,
exceto naqueles dentro do Parque, os quais apresentaram maiores niveis de riqueza
alélica e heterosigozidade. A diferenciacdo genética foi melhor explicada pela
complexidade topografica, bem como algumas medidas genéticas intra-populacionais.
Os cantos variaram mais do que caracteres morfoldgicos, sugerindo uma maior pressao
seletiva nesse fenotipo comportamental. Parametros acusticos associados com
discriminacdo individual e/ou atracao de fémeas foram significativamente diferentes
entre populacdes. Nem diferenciacdo genética nem cobertura de vegetacdo riparia
(HAA) explicaram as diferencgas acusticas entre popula¢des, mas cantos que variaram em
contraste a HAA indicaram um papel da competitividade de machos associada com
aumento da densidade. Dez por cento dos individuos dentro do PNSC eram hibridos,
apresentando valores de dissimilaridade genética sobrepostos, mas intermediarios
comparados as espécies parentais B. ibitiguara e B. sazimai. Caracteristicas morfologicas
e acusticas ndo foram intermedidrias, mas um mosaico de fenétipos, incluindo um canto
distinto em dois hibridos. Enfatizamos que a topografia pode ser um forte promotor de

estruturacdo genética em anfibios, e que diferengas observadas dentro e fora do Parque



podem estar relacionadas a complexidade do relevo. Estratégias de conservagdo devem
incorporar nao apenas distirbio de habitat, como também a complexidade topografica,
principalmente em regides ameagadas como o Cerrado. Nossa analise fenotipica sugere
que a selecdo sexual promove diferenciacdo acustica nessa espécie por meio de
reconhecimento individual, preferéncia de fémeas e competitividade entre machos. Um
enfoque com varios caracteres e mecanismos foi importante para explicar esses
intricados processos. Além disso, sdo poucos os registros de hibridos em anuros com
comportamento elaborado e/ou periodo reprodutivo prolongado, mas esse fen6meno
deve ocorrer, provavelmente, devido a similaridades nos sistemas de reconhecimento e
estratégias alternativas de acasalamento, como machos satélites. A diversificacao
multifacetada de B. ibitiguara contribui para o conhecimento nas areas de conservagao,
evolucdo e ecologia comportamental. Acreditamos que nossos resultados podem ser
aplicados a diferentes animais e biomas, devido as associa¢des generalizadas entre
individuos com a paisagem, com coespecificos (do mesmo sexo ou do sexo oposto), e

com outras espécies simpatricas.

Palavras-chave: Amphibia. Bioactstica. Conservacdo. Genética da paisagem. Selecdo

sexual.



ABSTRACT

Landscape configuration and phenotypic characteristics linked with mating recognition
may influence population genetic structure and diversification processes. Moreover,
reproductive interactions among different species may alter the evolutionary history of
lineages with the formation of viable hybrids. To investigate these complex interactions
we studied the treefrog Bokermannohyla ibitiguara, a species with prolonged
reproduction, complex calls, elaborate courtship, choosy females and
territorial/aggressive males. It is endemic to the threatened Brazilian Cerrado and
breeds in streams associated with riparian forests within and outside the Serra da
Canastra National Park (SCNP), a contact zone with the congener B. sazimai. We sampled
many streams and developed microsatellite markers to analyze the roles of topography
and land cover on genetic differentiation. We then compared morphology and calls
throughout the range and examined the roles of sexual selection, genetic drift, and
acoustic adaptation to forested habitats (Acoustic Adaptation Hypothesis; AAH) on call
differentiation. We also tested the hypothesis that B. ibitiguara and B. sazimai may
hybridize due to phenotypic similarities. Individuals of B. ibitiguara showed significant
genetic differentiation among streams, except those within the Park, which had higher
levels of allelic richness and heterozygosity. Genetic differentiation was best explained
by topographic complexity, as were some within-population genetic measures. Calls
varied more than morphology, suggesting stronger selective pressures on this
behavioral phenotype. Acoustic traits associated with individual discrimination and/or
female attraction showed significant population differences. Neither genetic
differentiation nor riparian forest cover (the AAH) explained population acoustic
differences, but call traits that varied in contrast with AAH indicated a role of male
competition associated with increased density. Ten percent of individuals within the
SCNP were hybrids, showing overlapping but intermediate values of genetic
dissimilarities compared to parental B. ibitiguara and B. sazimai. Morphology and calls
were not intermediate, but a mosaic of phenotypes, including a distinct call type in two
hybrids. We underscore that topography is a strong driver of genetic structure in
amphibians, and differences observed within and outside the Park may rely on the

degree of topographic relief. Conservation strategies should incorporate not only habitat



disturbance, but also topographic complexity, especially in threatened regions such as
the Cerrado. Our phenotypic analyses suggest that sexual selection shapes call
differentiation in this species in the forms of individual recognition, female preferences
and intermale competition. A multi-trait and multi-mechanism approach was
nevertheless crucial to explain these intricate processes. Also, records of hybridization
in frogs with elaborate behavior and/or long reproductive period are underrepresented,
but may also occur likely due to similarities in mating recognition systems and
alternative mating tactics, such as satellite males. The multi-faceted diversification of B.
ibitiguara enhances our knowledge on conservation, evolution and behavioral ecology.
We believe that our results can be applied to different animals and biomes, given the
widespread associations observed among individuals with the landscape, with

conspecifics (within and between the sexes) and with other sympatric species.

Keywords: Amphibia. Bioacoustics. Conservation. Landscape genetics. Sexual selection.
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INTRODUCAO GERAL

O Cerrado brasileiro é o segundo maior dominio morfoclimatico da América do
Sul, com uma area original de aproximadamente 2,5 milhdes de quilémetros quadrados
(Silva et al.,, 2006), em sua maioria composto de savanas sazonais, campos e corredores
de mata de galeria. Esse dominio é a maior savana do mundo em area geografica e em
riqueza de espécies, estando entre os 35 hotspots mundiais de biodiversidade
(Mittermeier et al. 2004; Klink & Machado, 2005). Apesar disso, a modificacao intensa
nos ultimos 40 anos devido ao desenvolvimento urbano e agricola resultou em perda ou
modificacdo de metade de sua area (Machado et al, 2004). Apenas 2,2% do Cerrado é
legalmente protegido (Klink & Machado, 2005), sendo considerada a savana mais
ameacada do mundo (Silva & Bates, 2002). Esta formacdo neotropical abriga cerca de
2600 espécies de vertebrados, incluindo mais de 200 espécies de anfibios anuros, com
altas taxas de endemismo (Klink & Machado, 2005; Vasconcelos & Rossa-Feres, 2005;
Nogueira, 2006; Valdujo, 2011). Estima-se que 35% das espécies de anfibios
neotropicais encontram-se ameacadas principalmente pela perda e fragmentacao de
habitats (e.g. Silvano & Segalla, 2005; Becker et al., 2007; Loyola et al, 2008). Somado a
outros fatores como doencgas infecciosas emergentes, poluicdo e aquecimento global,
este grupo esta entre os mais ameacados atualmente, levando ao chamado Declinio
Global de Anfibios (Beebee & Griffiths, 2005; Vredenburg & Wake, 2007). Assim, estudos
de diversificagdo populacional em anuros que objetivem integrar evolugdo e
conservacao sao imprescindiveis, jA que medidas de conservagdo para este grupo devem
ser constantes (Beebee & Griffiths, 2005; Lips et al. 2005), principalmente em um
dominio tdo ameagado quanto o Cerrado.

As matas de galeria constituem o componente florestal mais representativo e
diverso no Cerrado, constituidas por matas estreitas permanentes ou semideciduas
(Redford & Fonseca, 1986; Felfili, 1997; Johnson et al, 1999). Estas podem funcionar
como corredores ecologicos, ligando diferentes manchas de habitats favoraveis, além de
servirem como drea de vida para espécies endémicas dependentes de ambientes
florestais (Redford & Fonseca, 1986; Meave et al., 1991; Felfili, 1995; Johnson et al,
1999). Em anfibios anuros, a utilizacdo da vegetacdo riparia como area de vida e
reproducdo é bem documentada (e.g. Lugli & Haddad, 20064, b; Brasileiro et al,, 2005;
Barros, 2011; Nali & Prado, 2012; Nali et al, 2015). Esses organismos apresentam alto
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risco de dessecacdo, e como consequéncia uma baixa capacidade de dispersao,
impedindo seu movimento migratério por grandes distancias (Rothermel & Semlitsch,
2002; Smith & Green, 2005; Wells, 2007; Titon Junior & Gomes, 2015), Assim, muitas
espécies de anfibios apresentam alta fidelidade ao sitio reprodutivo, principalmente em
espécies que se reproduzem em corpos de agua permanentes (Blaustein et al, 1994;
Cushman, 2006; Peterman et al, 2014). Portanto, a configuracdo da paisagem que
conecta as populagdes deve facilitar essa movimentacao limitada (Holderegger &
Wagner, 2008; Spear & Storfer, 2008), mantendo uma viabilidade ecolégica e evolutiva
das populagoes, ja que o isolamento entre elas pode limitar o fluxo génico (e.g. Spear &
Storfer, 2008; Dixo et al, 2009; Richmond et al, 2009), maximizando os efeitos
negativos da endogamia (Freeland, 2005; Allendorf & Luikart, 2007).

Nesta abordagem, a genética da paisagem tem contribuido bastante para
compreender os processos de migracdo e fluxo génico de diferentes animais (e.g.
Arnaud, 2003; Holzhauer et al, 2006; Sork & Smouse, 2006), incluindo os anfibios
(Austin et al.,, 2004; Zamudio & Wieczorek, 2007; Angelone & Holderegger, 2009; Chan &
Zamudio, 2009). A genética de paisagem é uma area de pesquisa atual e crescente,
definida como a combinacdo da genética de populacdes com a ecologia de paisagens
(Manel et al, 2003). Seu objetivo é compreender a interacdo entre as variaveis da
paisagem (com sua composicdo, configuracdo espacial e dinamica) e os processos
evolutivos populacionais, como fluxo génico entre subpopulagdes (i.e. dispersao), deriva
genética e selecdo (Manel et al, 2003; Holderegger & Wagner, 2006). A genética de
paisagem permite estudar a estruturacdo genética entre populagdes ao longo de sua
distribuicao geografica, estabelecendo barreiras ao fluxo génico como estradas (Marsh
et al., 2005), rios (Angelone et al, 2011), topografia (Funk et al, 2005), gradientes de
umidade (Manel et al.,, 2003), cobertura vegetal (Dixo et al, 2009), entre outros. Dentre
os marcadores moleculares mais utilizados como ferramenta, destacam-se os
microssatélites, inclusive em estudos com populacdes de anuros (e.g. Angelone &
Holderegger, 2009; Blouin et al, 2010; Schoville et al., 2011). A alta variabilidade destes
marcadores é util para inferir diferentes processos demograficos e evolutivos, como (1)
a deteccdo de impactos sobre as populacdes decorrentes de acdo antrépica (Pearse &
Crandall, 2004), (2) a evolugao neutra de aspectos fenotipicos (Boul et al, 2007; Funk et
al, 2009) e (3) eventos de hibridagdo interespecifica (Johnson et al 2015; Malukiewicz et
al, 2015).
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Uma aplicacdo pratica da andlise de variacdo populacional é a deteccdo de areas
prioritarias para conservagdo, levando em conta ndo apenas a riqueza ou abundancia
das espécies, mas também a integridade genética das populacdes (Angermeier & Karr,
1996). Esta informacgdo nao é util apenas as espécies atualmente ameacadas de extingao,
mas também para espécies endémicas com distribuicdo restrita, cujas subpopulacdes
podem estar isoladas em fragmentos, comprometendo a qualidade genética e o tamanho
efetivo da populacdo (e.g. Funk et al., 2009). Ao amostrar tanto areas antropizadas (e.g.
fragmentos de matas em fazendas, com estradas proximas, culturas e pastagens), quanto
areas preservadas (e.g. unidades de conservagdo), pode-se comparar a integridade
genética de populacdes com diferentes niveis de perturbacao, verificando assim se (1) as
areas de protecdo existentes sdo adequadas para a manutencdo genética da espécie,
e/ou (2) as dareas desprotegidas precisam ser incorporadas como unidade de
conservacao (e.g. Dixo et al, 2009). Acles conservacionistas serdo geralmente
necessarias em populacgdes isoladas e desprotegidas, pois sdo nessas areas que se espera
uma maior perda da diversidade genética devido aos efeitos negativos da endogamia,
levando a uma maior probabilidade de extincao (Brown, 1995; Lande, 1999; mas veja
Zamudio et al, 2009). No entanto, interacdes com outras variaveis espaciais, como
topografia, sdo importantes para gerar conclusdes mais precisas no contexto da genética
da paisagem (Manel et al.,, 2003).

Além da estrutura genética, variagcdes morfolégicas e comportamentais tem sido
utilizadas no contexto de diversificacdo populacional de anuros. Dentre as
caracteristicas morfolégicas, alguns exemplos sdo o tamanho e forma do corpo,
evidenciado por caracteres morfométricos (Lougheed et al, 2006; Silva et al, 2008;
Amézquita et al, 2009; Warwick et al, 2015). Aspectos da variacdo morfoldgica sempre
foram incorporados no campo da taxonomia, e mais recentemente combinados com
diversificacdo genética em estudos de evolucdo para elucidar, por exemplo, a presenca
de espécies cripticas e diversificacdao de linhagens (Brusa et al, 2013; Warwick et al,
2015; Ortega-Andrade et al, 2015; Clemente-Carvalho et al, 2016). Na area
comportamental, a analise de parametros acusticos das vocalizacdes dos machos de
anuros tem revelado que sinais acusticos variam entre as populacdes distribuidas na
paisagem (Ryan & Wilczynski,1988; Castellano et al., 2002; Prohl et al., 2007; Funk et al.,
2009). Os motivos da variabilidade acustica interpopulacional pode estar associada com

(1) a diferenciagdo genética, inferindo uma evolucao neutra (Velazquez et al.,, 2013), (2)
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caracteristicas da paisagem, como adaptacdo acustica de parametros do canto a
ambientes com diferentes coberturas vegetais (hipdtese da adaptagdo acustica; Morton,
1975; Ey & Fischer, 2009; Erdtmann & Lima, 2013), ou (3) a selecdo sexual, como
decorréncia da escolha de fémeas (selecdo intersexual) e competicdo entre machos
(selecdo intrasexual; Boul et al, 2007; Funk et al, 2009). Além disso, existe normalmente
uma associacdo entre morfologia e cantos em anuros, decorrente de modifica¢des fisicas
do aparato vocal (McClelland et al, 1996; Nali & Prado, 2014a). Portanto, estudos
combinando a morfologia, bioacustica e gendtipos de individuos ao longo de sua
distribuicao geografica permitem um entendimento amplo sobre os padrdes e processos
evolutivos que levam a diversificagdo observada (Lougheed et al, 2006; Brusa et al,
2013).

Embora a diversificagdo populacional remeta a estudos intraespecificos, a analise
de variacao genética, morfolégica e comportamental pode ser empregada em espécies
filogeneticamente préximas ao longo de dareas geograficas onde ha simpatria.
Interferéncias reprodutivas interespecificas podem resultar em hibrida¢do, definida
como a reproducao entre membros de populacdes geneticamente distintas (Barton &
Hewitt, 1985). Antigamente, a hibridacdo era considerada um fen6meno raro e
desimportante na evolucdo biolégica, devido a efeitos geralmente deletérios presentes
nos hibridos, reduzindo seu fitness (Dobzhansky, 1940; Mayr, 1963; Wagner-Jr, 1969;
Haddad et al, 1990). Porém, a visdo contemporanea é a de que a hibridacdo é um
processo mais comum do que se imaginava (Abbott et al, 2013), podendo ocorrer de
diferentes formas (Allendorf et al, 2001), e sendo responsavel pela evolucdo e
especiacdo em diferentes grupos animais e vegetais (Bogart, 1980; Bullini & Nascetti,
1990; Rieseberg & Wendel, 1993; Vanhaecke et al, 2012; Abbott et al, 2013). Além
disso, a dindmica entre caracteristicas positivas e negativas da presenca de hibridos em
diferentes sistemas é complexa, jA que ela pode resultar de interagdes naturais ou
decorrentes de mudancas ambientais (Allendorf et al, 2001; Detwiler et al, 2005;
Seehausen et al, 2008). Em anuros, estudos de hibridacdo sdo aparentemente
enviesados para espécies de reproduciao explosiva, onde ha geralmente pouca
oportunidade de escolha das fémeas e ndao ha defesa de territorios pelos machos,
facilitando a formacdo de acasalamentos heteroespecificos (Brown, 1977; Sullivan,
1986; Haddad et al., 1990; Ficetola & De Bernardi, 2005; Pearl et al,, 2005; Wells, 2007).

No entanto, utilizando um conjunto apropriado de marcadores moleculares em espécies
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simpatricas, e incorporando na andlise caracteres morfologicos e acusticos, pode-se
verificar a presenca, a frequéncia, e também os possiveis mecanismos de hibridacao até
mesmo em anuros com complexos sistemas de reproducao, o que é atualmente pouco
conhecido (Haddad et al,, 1994).

A espécie Bokermannohyla ibitiguara (Cardoso, 1983) é um hilideo endémico do
Cerrado brasileiro, restrito a Serra da Canastra e areas montanhosas adjacentes, no
estado de Minas Gerais (Cardoso, 1983; Haddad et al, 1988; Nali & Prado, 2012). E uma
espécie abundante, que se reproduz ao longo de riachos com mata ciliar, e variagcdo de
caracteres morfologicos e acusticos dentro de uma mesma area ja foi observada (Nali &
Prado, 2014a; R. C. Nali, obs. pess.; Turin et al, submetido). Sua reproducdo é
prolongada (outubro a maio) e mediada por selecdo intra e intersexual; a corte é
complexa e consiste de estimulos acusticos e tateis, e ha emissdo diferentes tipos de
canto usados para atra¢do das fémeas e defesa de territorio contra machos intrusos, que
podem resultar em combates fisicos (Nali & Prado, 2012; 2014a; 2014b). A presenca de
machos satélites também foi observada, uma tatica em que machos oportunistas nao
vocalizam e tentam interceptar a fémea que foi atraida por machos vocalizadores
residentes (Nali & Prado, 2012). A espécie ocorre tanto em areas antropizadas dentro de
propriedades rurais (Cardoso, 1983; Nali & Prado, 2012) quanto no Parque Nacional da
Serra da Canastra (PNSC; Haddad et al, 1988; Barros, 2011). O PNSC é constituido em
sua maioria por um platd com baixa complexidade topografica, com 4rea de 700km?, o
"Chapadao da Canastra", e foi estabelecido em 1972 (Medeiros & Fiedler, 2004;
MMA/IBAMA, 2005). Uma area maior foi recentemente legalizada, mas é composta
ainda, em sua maioria, por areas rurais ndo desapropriadas (MMA/IBAMA, 2005; May et
al, 2009). No Chapadao da Canastra, é conhecida a a simpatria de B. ibitiguara com uma
espécie que possui canto, morfologia, habitat e padrao reprodutivo semelhante, apesar
de estar atualmente incluida em um grupo taxondmico distinto (Bokermannohyla
sazimai; C. F. B. Haddad, com. pess.; Cardoso & Andrade, 1982; Faivovichi et al, 2005;
Carvalho & Giaretta, 2013).

Desta forma, utilizamos a espécie Bokermannohyla ibitiguara como modelo para
estudo de diversificacdo populacional nos contextos de conservacdo, evolucao de
caracteres fenotipicos e hibridacao. A presente tese foi dividida em trés capitulos e um
apéndice. Neste ultimo, ja publicado (Nali et al, 2014; apéndice A), caracterizamos e

otimizamos 22 microssatélites para a espécie focal, e testamos a amplificacdo cruzada
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em trés outras espécies do mesmo género que ocorrem no Cerrado e/ou na Mata
Atlantica brasileira (Bokermannohyla hylax, B. circumdata e B. alvarengai). No primeiro
capitulo, em um contexto de conservacdo, comparamos a estrutura genética de
populagdes de localidades dentro e fora do Parque Nacional da Serra da Canastra, e
analisamos os papéis da topografia, modificacdo de habitat, cobertura de mata ciliar e
distancia geografica na diversificacdo e integridade genética da espécie focal. No
segundo capitulo, comparamos a variagdo morfoldgica e acustica entre as populagoes, e
0S mecanismos responsaveis pela diversificacdo acustica observada. Especificamente,
avaliamos a influéncia da sele¢do sexual, da adaptacao dos cantos ao ambiente (hipétese
da adaptacgdo acustica) e da diferenciacdo genética na diversificacdo acustica. No terceiro
capitulo, estudamos o contexto de hibridacdo entre a espécie focal e a espécie B. sazimali,
as quais ocorrem em simpatria na regido do PNSC. Para tanto, além dos dados genéticos,
incorporamos também dados de morfologia e vocalizagdes de ambas as espécies e dos

hibridos.
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CONCLUSAO

Bokermannohyla ibitiguara é um anuro habitante de riachos que apresenta variagdo
genética, morfologica e acustica na sua area de distribuicdo (Serra da Canastra, no
Cerrado de Minas Gerais), e hibridacdo com a espécie Bokermannohyla sazimai

dentro do Parque Nacional da Serra da Canastra original (PNSC).

Para B. ibitiguara, analises genéticas com individuos de 12 localidades, utilizando 21
microssatélites, revelaram quatro grupos genéticos distintos, separando,
grosseiramente, populacoes que ocorrem em riachos dentro do PNSC de populag¢des
que ocorrem em areas alteradas nas propriedades rurais ou ndo desapropriadas do

parque.

Individuos de diferentes riachos apresentaram diferenciacdo genética, exceto em
riachos dentro do PNSC, onde os individuos apresentaram também maior
heterozigosidade e riqueza alélica. Consequentemente, observamos um maior grau
de diferenciacdo entre individuos localizados fora do PNSC comparados aos de

dentro do PNSC.

A diferenciacdo genética foi explicada, além da distancia geografica, pela
complexidade topografica, enquanto a cobertura vegetal apresentou uma fraca
correlacdo. De forma semelhante, a variacdo de alguns parametros genéticos das

populagdes foi explicada apenas por aspectos topograficos.

A importancia do PNSC para a conectividade espacial entre populacées de B.
ibitiguara pode ser explicada por sua baixa complexidade topografica, facilitando a
dispersao de individuos. Caracteristicas de relevo devem ser levadas em
consideracdo para o estabelecimento de medidas de conservagdo, ndo apenas o uso
de habitat e/ou cobertura vegetal. Tal caracterizacdo é particularmente importante
em areas prioritarias de preservacao do Cerrado como a Serra do Espinhaco
(também em MG) e a Chapada dos Guimaraes (MT), as quais também apresentam

particularidades quanto ao seu relevo.
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Na andlise fenotipica de B. ibitiguara, a variagdo acustica foi muito maior do que
morfoldgica através da area de distribuicdo, sugerindo uma selecdo direcional de

fémeas sobre parametros acusticos dos machos.

Variaveis acusticas significativamente diferentes entre populagcdes podem ser
associadas a preferéncia de fémeas e/ou reconhecimento individual nesta espécie,

demonstrando um papel da sele¢do sexual na variabilidade actstica.

A diferenciacdo genética nao explicou a diferenciagdo actstica entre populagdes,
excluindo a evolucdo neutra por deriva e isolamento genético como um mecanismo

responsavel pela variacdo geografica dos cantos da espécie.

Nao encontramos suporte para a hipoétese de adaptacao acustica (AAH) como
mecanismo de variagdo acustica populacional. No entanto, dois parametros das notas
associados a agressividade (notas curtas) correlacionaram-se com a vegetacdo
riparia de forma contraria ao previsto pela AAH. Tal fato poderia ser explicado por
uma maior densidade psossivel de machos reproduzindo-se em areas com menos
vegetacdo riparia, aumentando a selecdo intrasexual (competicao entre machos), o

que por sua vez impoe pressoes seletivas sobre tais parametros do canto agressivo.

Nossos resultados sugerem que a selecdo sexual promove diferenciacdo acustica
nesta espécie em detrimento dos outros mecanismos analisados, confirmado por
observagcdes comportamentais anteriores. Demonstramos que caracteres fenotipicos
e genéticos, bem como diferentes mecanismos devem ser analisados na evolucdo de
sinais de comunicac¢do, especialmente em animais com comportamento reprodutivo

complexo.

Em uma analise interespecifica na zona de contato entre B. ibitiguara e B. sazimai
(PNSC), identificamos hibridos genéticos em sete dos oito riachos amostrados, os
quais apresentam estrutura genética sobreposta, porém intermediarias aos

parentais.
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Analises com trés espécies de Bokermannohyla ndo simpatricas reforcaram a grande
similaridade genética entre B. ibitiguara e B. sazimai, apesar de estarem atualmente

incluidas em grupos taxonomicos distintos.

Analises multivariadas com caracteres morfométricos e actsticos demonstraram que
os hibridos identificados ndo sdo intermediarios fenotipicamente entre as espécies
parentais (B. ibitiguara e B. sazimai), mas sim apresentam um mosaico de fenoétipos.
Especificamente com relagdo a vocalizacao, dois machos hibridos apresentaram
algumas notas diferentes dos parentais, e outros dois apresentaram cantos

semelhantes.

Sugerimos que a hibridacdo nestas espécies pode ocorrer por falhas no principal
sistema de reconhecimento (comunica¢do acustica), devido a similaridade das
vocalizacdes entre machos de ambas as espécies. Além disso, taticas alternativas de
acasalamento, como machos satélites (observados em B. ibitiguara), e diferencas
morfologicas entre os sexos poderiam explicar a ocorréncia de reproducao

interespecifica.

Apesar de estudos com hibridacdo em anuros serem aparentemente enviesados para
espécies com reproducdo explosiva e pouca oportunidade de escolha de machos por
fémeas, demonstramos que eventos de hibridacdo podem ocorrer também em
espécies de reproducdo prolongada (B. ibitiguara e B. sazimai), com mecanismos de
selecio sexual e comportamento de corte elaborados, bem como
territorialidade/agressividade (B. ibitiguara). Reiteramos também a necessidade de
incorporar anadlises filogenéticas na caracterizacao dos grupos de Bokermannohyla,

levando em conta a possivel hibridacao entre espécies simpatricas do género.

A diversificacao multifacetada de Bokermannohyla ibitiguara traz contribui¢cdes para
as areas de conservacgdo, biologia evolutiva e ecologia comportamental. Acreditamos
que os enfoques e resultados desta tese possam ser aplicados a diferentes
organismos e biomas, ja que a historia evolutiva das espécies é sempre mediada pela
interacdo dos individuos com a paisagem, com individuos coespecificos (do mesmo

sexo ou do sexo oposto) e com outras espécies simpatricas.
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