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RESUMO

Os sinais acusticos dos anuros sdo excelentes padrées de comportamento para estudos
comparativos. Atualmente, as hipoteses filogenéticas que explicam a evolugéo do canto
em anuros se dividem. Uma frente sugere que especies proximas filogeneticamente
tendem a ter o canto mais similar do que o esperado ao acaso, predizendo que espécies
mais proximas filogeneticamente tendem a ter o canto mais similar. Outro ramo indica
que diferencas nas caracteristicas do habitat afetam as propriedades acusticas do canto
minimizando as interferéncias ambientais. Essas forcas, assim, podem atuar em
oposicdo. O objetivo geral deste estudo foi analisar as influéncias filogenéticas e
ambientais nos parametros acusticos do canto de anuncio de 28 espécies de anuros do
género Physalaemus. No capitulo 1, Os parametros bioacusticos espectrais e temporais
dos cantos sé@o comparados qualitativa e quantitativamente para avaliar se influenciam a
segregacdo dos cantos e para determinar o grau de similaridade entre os cantos dessas
espécies cripticas no grupo P. cuvieri. No capitulo 2, discutimos a relagcdo entre os
parametros acusticos e o tipo de habitat ocupado pelas espécies e, a similaridade entre
0s cantos de anuncio de 28 espécies do género Physalaemus que ocupam areas abertas e
ambiente de mata. E, no capitulo 3, Nosso objetivo foi comparar e sinalizar as
transformacdes nos parametros espectrais e temporais do canto de anuncio para trés
taxons de espécies do género Physalaemus através de arvores filogenéticas. A
similaridade dos parametros bioacUsticos dos cantos ndo é relacionada com a
distribuicdo geografica das espécies. As espécies alopatricas demonstram maior
similaridade do canto do que as espécies simpatricas. Nas especies simpatricas

analisadas, P. cuvieri, P. ephippifer e P. fischeri, verifica-se sobreposicdo de parametros



espectrais, ja em P. cuvieri, P. kroyeri e P. centralis, ocorre sobreposicdo dos
parametros temporais. Os cantos de anuncio apresentaram mais diferencas entre 0s
grupos taxondmicos de ambiente de mata. Os parametros bioacusticos do grupo P.
cuvieri, espécies de area aberta, ndo apresentaram diferencas significativas das espécies
de ambiente de mata. Apesar disso, todos os parametros bioacuUsticos apresentaram
diferencas significativas entre os grupos taxondmicos. A segregacao das especies em
seus respectivos grupos taxondmicos ndo foi total. Mas, de cerca de 60% das espécies
sdo agrupadas juntas a espécies do seu grupo taxondémico. Alem disso, os pares de
especies que tiveram cantos similares pertenciam ao mesmo grupo taxondémico, sendo
apenas P. kroyeri e P. aguirrei classificados em grupos distintos. Esses dados indicam
que a sobreposicdo completa dos pardmetros do canto ndo ocorre e, caso espécies
simpatricas ocupem 0 mesmo espaco acustico, a segregacdo dos cantos se da pelos
parametros temporais. Apesar da alta semelhanca morfolégica dessas espécies
congenéricas, amplamente citadas na literatura como cripticas, os cantos de anincio das
espécies analisadas diferem, apresentando segregacdo tanto nos parametros espectrais
quanto nos temporais. O uso de pardmetros acusticos como unidades € conveniente para
a comparagdo de sinais acusticos em anuros, mas esses parametros podem evoluir em
caminhos distintos como parece o caso das espécies do género Physalaemus. Mas,
alguns parametros do canto estereotipados, como as notas harmonicas, tendem a ser
conservativas ou mais similares entre espécies proximas, auxiliando a interpretacdo dos
padrdes evolutivos em grupos taxondémicos. Os parametros espectrais do canto evoluem
similarmente nos trés grupos taxondmicos estudados, com gradual decréscimo nas
frequéncias dos cantos. Esses parametros espectrais podem estar mais relacionados a
caracteres morfologicos que influenciam diretamente o canto, tendo também um forte

sinal filogenético, como o tamanho corporal e a estrutura da laringe. Com isso, esses



parametros do canto tendem a ser conservativos ou mais similares entre espécies de
Physalaemus. Mas, nas espécies de area aberta do grupo P. cuvieri, 0os parametros
temporais como duracdo e taxa de repeticdo da nota mostraram divergéncia. Uma
possivel explicacdo para o efeito do ambiente nesses parametros bioacusticos do grupo
P. cuvieri é que esses cantos podem necessitar percorrer longas distancias em area
aberta em relacdo as caracteristicas ambientais que utilizam comunicacdo a curtas
distancias. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para determinar se outros fatores
estdo influenciando a evolucdo do canto de anuncio. Verificamos também que os
parametros bioacusticos utilizados foram satisfatorios para demonstrar o padrdo de
evolucdo em cada clado. Porém, foram insuficientes para demonstrar algum padrdo
evolutivo quando os clados foram agrupados. Todos 0s parametros espectrais
apresentaram-se mais conservadores tendo forte influéncia filogenética, bem como
parametros temporais das espécies que ocorrem em mata (grupos P. signifer e P.
olfersii); enquanto que parametros temporais como duracgdo e taxa de repeticdo da nota,
de espécies de area aberta, mostraram valores mais flexiveis influenciado por fatores
ambientais ou condic¢des de comportamento social. Outros estudos de padrdes dos sinais
bioacusticos em grupos taxonomicamente préximos, mostrando divergéncias em sinais
de comunicagdo, podem nos dizer quais 0s pardmetros bioacdsticos sdo mais
susceptiveis de alteracdo evolutiva; podendo fornecer um contexto para futuras
pesquisas. Saber quais padrOes realmente caracteriza a evolugdo dos sinais de
comunicagédo deve nos guiar para fazer as perguntas corretas sobre 0s processos que as

produziram.

Palavras-chave: canto de anuncio, espécies cripticas, influéncia do habitat, padrdes de

evolucdo do canto, parametros acusticos, segregacao acustica



ABSTRACT

The acoustic signals of frogs are excellent standards of behavior for comparative
studies. Currently, the phylogenetic hypotheses that explain the evolution of singing in
Anurans are divided. A front suggests that phylogenetically close species tend to have
the calls more similar than expected by chance, predicting that phylogenetically closest
species tend to have the most similar. Another branch indicates that differences in
habitat characteristics affect the acoustic properties of the minimizing environmental
interferences. These forces, therefore, can act in opposition. The overall objective of this
study was to analyze the phylogenetic and environmental influences in the acoustic
parameters of the advertisement call of 28 species of Anurans belonging to the genus
Physalaemus. In Chapter 1, the spectral and temporal bioacoustics parameters of the
calls are compared qualitatively and quantitatively to assess whether they influence the
segregation of calls and to determine the degree of similarity between the calls of these
cryptic species in P. cuvieri group. In Chapter 2, we discussed the relationship between
the acoustic parameters and the type of Habitat occupied by the species and, the
similarity between the advertisement call of 28 species of the Physalaemus genus
occupying open areas and forest environment. And in Chapter 3, our objective was to
compare and flag the transformations in the spectral and temporal parameters of the
advertisement call for the three taxa of the Physalaemus genus through phylogenetic
trees. The similarity of bioacoustics parameters of the calls is not related to the
geographic distribution of the species. Allopatric species show greater similarity of

corner than the sympatric species. In sympatric species analyzed, P. cuvieri, P.



ephippifer and P. fischeri, there is overlap of spectral parameters, as in P. cuvieri, P.
kroyeri and P. centralis; there is overlap of the timescale. The announcement had more
corners differences among the taxonomic groups of forest environment. The
bioacoustics parameters of the P. cuvieri group, open area species, showed no
significant differences of species of forest environment. The parameters bioacusticos P.
cuvieri group, open area species, showed no significant differences of species of forest
environment. Nevertheless, all bioacoustics parameters showed significant differences
between taxonomic groups. Segregation of species in their respective taxonomic groups
was not total. But, about 60% of the species are grouped together to your species
taxonomic group. In addition, the pairs of species that had similar calls belong to the
same taxonomic group, being only P. kroyeri and P. aguirrel classified into distinct
groups. These data indicate that the complete overlay of the parameters of the call does
not occur and, if sympatric species occupy the same space, the segregation of the calls is
by temporal parameters. Despite the morphological similarity of congeneric species
high, widely cited in the literature as cryptic, the announcement of the species analyzed
calls differ, showing segregation both in temporal and spectral parameters. The use of
acoustic parameters as is convenient for the comparison of acoustic signals in frogs, but
these parameters can evolve in different ways as it seems the case for species of the
Physalaemus genus. But, some parameters of the stereotyped, as the harmonic notes,
tend to be conservative or more similar between species, aiding the interpretation of
evolutionary patterns in taxonomic groups. The spectral parameters of the evolve
similarly in three taxonomic groups studied, with gradual decrease in the frequencies of
the calls. These spectral parameters may be more related to morphological characters
that directly influence the call, having also a strong phylogenetic signal, such as body

size and structure of the larynx. With this, these calls parameters tend to be conservative



or more similar between species of Physalaemus. But, in the open area of the species P.
cuvieri group, temporal parameters as duration and repetition rate of the note showed
disagreement. A possible explanation for the effect of the environment on these
bioacoustics parameters of P. cuvieri group is that these songs may require walking
long distances in open area in relation to environmental characteristics using short-
distance communication. However, more studies are needed to determine if other
factors are influencing the evolution of the advertisement call. All spectral parameters
were more conservative with a strong phylogenetic influence, as well as the temporal
parameters of the species that occur in forest (P. signifer and P. olfersii); while the
temporal parameters as duration and repetition rate of the note, open area species,
showed more flexible values influenced by environmental factors or conditions of social
behavior. Other studies of patterns of signs bioacusticos into groups, showing
differences in taxonomically communication signals, can tell us what the bioacoustics
parameters are more likely to evolutionary change; and can provide a context for future
research. Know which really characterizes the evolution patterns of communication
signals must guide us to make correct questions about the processes that produced.

Keywords: advertisement call, cryptic species, habitat influence, patterns of evolution

call, acoustic, acoustic segregation



INTRODUCAO GERAL

Muitos animais dependem de comunicacdo acustica para o sucesso reprodutivo e
sobrevivéncia. Os estudos de laboratério e de campo mostraram a importancia dos
sinais de comunicacdo para a selecdo natural e, mais amplamente, para a evolucao e
diversificacdo de taxons (Whitman, 1899; Lorenz, 1941; Tinbergen, 1959; Huxley,
1966, Brooks & McLennan, 1991; Cocroft & Ryan, 1995, Gerhardt & Huber, 2002).
Nesse contexto, 0s sinais bioacusticos dos anuros constituem bons padrfes de
comportamento para estudos comparativos (Wells, 2007).

Atualmente, as hipéteses filogenéticas que explicam a evolugdo do canto em
anuros se dividem. Uma frente sugere que espécies proximas filogeneticamente tendem
a ter o canto mais similar do que o esperado ao acaso, independente do efeito do
ambiente e das interacdes intra e interespecificas, predizendo que espécies mais
proximas filogeneticamente tendem a ter o canto mais similar (Wells, 2007). Outro
ramo indica que diferengas nas caracteristicas do hébitat afetam as propriedades
acusticas do canto, promovendo variagBes intra e interespecificas que otimizam a
emissdo do sinal acustico, minimizando as interferéncias ambientais (Bosch & De La
Riva, 2004). Essas forgas podem atuar em oposicéo, assim, sendo o canto derivado da
evolucdo dos sinais conspicuos para atracdo de casais e dependente do ambiente
ocupado (Ryan, 1985).

Os sinais acusticos dos anuros sdo excelentes padrées de comportamento para
estudos comparativos. O canto é o principal componente do reconhecimento das
espécies e escolha do parceiro. O comportamento do canto e o sistema sensorial

desenvolvido na percepcdo do canto foram extensivamente estudados, tornando-se um



dos melhores modelos de sistema de compreensdo da comunicacdo animal (Fritzsch et
al., 1988), assim como a estrutura do sistema auditivo e sua relacdo com a caracteristica
do canto (Capranica, 1965; Fuzessery, 1988; Walkowiak, 1988; Zakon & Wilczynski,
1988). O canto é um sinal acustico repetitivo e relativamente curto cujas caracteristicas
podem ser quantificadas usando-se métodos padronizados de analise sonora. As
medic¢des sdo objetivas e repetiveis, eliminando problemas de diferenca inter observador
e viés que podem complicar estudos comparativos de comportamento (Cocroft & Ryan,
1995).

Muitos parametros do canto, como a modulacdo da freqiiéncia e o harménico
tendem a ser conservativos ou mais similares entre espécies proximas (Cocroft & Ryan,
1995). Os parametros espectrais do canto possuem um forte sinal filogenético por
estarem diretamente relacionados com o reconhecimento especifico, assim como
pardmetros temporais devem ser mais plasticos, refletindo as condi¢cGes ambientais
(Robillard et al., 2006). Além disso, o uso de pulso e do canto como unidades para a
comparacdo de sinais acUsticos em anuros € conveniente, mas as unidades mecéanicas
(nota) e acusticas (pulso e canto) podem evoluir em caminhos distintos, principalmente
em espécies fortemente relacionadas (Robillard et al., 2006). A estrutura do canto pode
variar desde uma nota simples a um repertorio sucessivo de notas (McLister et al.,
1995; McLister, 2001; Gridi-Papp, 2003). E, notas podem ser moduladas ou unimodais,
variando na amplitude, freqiéncia ou ambos (Martin, 1971).

Assim, as caracteristicas acusticas podem ser usadas para determinar homologia
na vocalizagdo dos anuros, que podem auxiliar as analises filogenéticas (Robillard et al.,
2006). A identificacdo dos padrdes da evolucdo comportamental mostra uma relagao
entre 0 estudo comportamental e a sistematica (Whitman, 1899; Lorenz, 1941;

Tinbergen, 1959; Huxley, 1966), sendo o comportamento uma ferramenta basica para



uma tradicdo continua de estudos comparativos de evolucdo (Milne & Milne, 1939;
Lack, 1947; Spieth, 1947; Johnsgard, 1961; Evans, 1962; Van Tets, 1965; Crane, 1966;
Otte, 1970). O uso de comparacdes entre espécies proximas para analisar questdes sobre
a evolugdo do comportamento, especialmente o comportamento de exibicéo,
preocupacdo da etologia tradicional (Daanje, 1950; Kessel, 1955; Hinde & Tinbergen,
1959; Blest, 1961; Cullen, 1966; Huxley, 1966), s6 se concretizou com o0
desenvolvimento de uma analise filogenética e métodos comparativos rigorosos
(Hennig, 1966; Wiley, 1981; Harvey & Pagel, 1991) tornando essa abordagem muito
mais poderosa e pedindo um novo exame das questfes da etologia classica sobre a
evolucdo comportamental. Assim, a inclusdo de inferéncia filogenética é um 6timo
recurso que ajuda a estipular a origem e a direcdo das modificagdes comportamentais
(Cocroft & Ryan, 1995). Entre os ecologistas aumentou o interesse em estudos
comportamentais, realizando estudos comparativos dentro de um contexto
explicitamente filogenético (Ryan, 1986; Brooks & McLennan, 1991; Harvey & Pagel,
1991).

As caracteristicas evolutivas também sdo empregadas para melhor entender os
muitos padrées do uso e da partilha de recursos (e. g. Brooks & McLennan, 1993; Cadle
& Greene, 1993; Martins & Oliveira, 1999). Segundo Brooks & McLennan (1991), essa
associacdo entre a ecologia e a historia evolutiva das espécies (pela aplicacdo da
metodologia filogenética) permite a interpretacdo de processos que modelam as
populagBes. Estudos de uso e partilha acustica em espécies congenéricas (Martins &
Jim, 2003; 2004; Martins et al., 2006; Silva et al., 2008) mostram o0 grau de
sobreposicdo € variavel sendo a sobreposicao total rara. Heyer e colaboradores (1990)
sugerem que hd um padrdo nos tipos de mudancas ecoldgicas que ocorreram entre

espécies de morfologia semelhante e que resultaram em partilha de recursos em



comunidades de anuros. Em anuros de area aberta com alta sobreposi¢do nos critérios
espectrais e temporais do canto de anuncio, ha uma convergéncia ambiental destes
caracteres (Silva et al., 2008).

O ambiente tambeém parece exercer uma forte pressdao no canto emitido por
diferentes espécies (e.g. Zimmermann, 1983; Wiley, 1991; Slabbekoon & Smith, 2002).
Interferéncias do ambiente como atenuacédo, degradacdo e mascaramento dos sinais por
ruidos ambientais podem influenciar na evolucdo da estrutura do canto (Morton, 1975;
Waser & Brown, 1986; Wells, 2007; Bradbury & Vehrencamp, 2011), assim como a
temperatura, umidade e o vento (Wells & Schwartz, 1982). O ambiente pode causar
uma excessiva atenuacdo na transmisséo do canto (por exemplo, blogqueio de sons pela
vegetacdo) ou causar mascaramento por causa dos sons ambientais abidticos
(cachoeiras, chuva, etc.) que ocupam as mesmo bandas de freqtiéncia com o sinal.

Morton (1975) afirma que as freqliéncias dominantes e outras propriedades do
canto de longa distancia séo otimizadas para aqueles valores que sdo menos atenuados
pelo ambiente fisico. Habitats diferentes terdo bandas de frequéncias ideais diferentes.
Essa necessidade ndo se limita a sons no ar: baleias machos produzem cantos de baixa
frequéncia porque freqliéncias baixas carregam mais no oceano aberto, e baleias-
comuns tendem a espalhar-se, em vez de agregados. (Croll & Tershy, 2002). Morton
(1975) foi o pioneiro do método de leitura-gravacdo, onde um sinal de som gravado é
emitido de alto-falantes em diversos tipos de habitats em diferentes condicdes e captado
por microfones configurando o alcance de propagacdo. O grau de atenuagédo varia de
acordo com o espectro de frequéncia do som medido, e as frequéncias que a atenuacao é
menor sdo consideradas as freqliéncias ideais para transmissdo. Assim, esses sons
podem ser comparados com as frequéncias dominantes de cantos reais de animais em

seus habitats. Como alternativa as gravacdes desses animais e de animais provenientes
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de outros habitats podem ser produzidas, com a expectativa que cantos que sdo
produzidas em seus habitats naturais correspondentes, devem experimentar a menor
distorcdo e atenuacdo, porque a estrutura do canto é de alguma forma adaptada ao
habitat (Marten & Marler, 1977). No entanto, o grau e o padrdo da atenuacdo do som
nem sempre sdo constantes. Em um habitat, o grau ao qual uma determinada freqtiéncia
é atenuada pode variar entre os cantos (Ryan, 1985).

Assim, o canto de espécies de floresta sofre maior atenuacdo e degradacédo,
principalmente os cantos com frequéncias altas devido a vegetacdo densa (Wiley &
Richards, 1978). Por sua vez, o canto das espécies de area aberta sofre menor atenuacéo
(Ryan & Brenowitz, 1985; Kime et al., 2000), bem como os cantos emitidos acima do
solo sofrem menor degradacdo que os emitidos no nivel do solo (Kime et al., 2000). As
espécies que ocorrem em diferentes ambientes tendem a possuir diferencas no canto
como uma adaptacdo a este, a fim de melhor a qualidade de transmissdo do sinal e
também atuar como filtros ambientais (Morton, 1975; Wiley, 1991; Bosch & De La
Riva, 2004; Wells, 2007). Cada espécie procura adequar a comunicagdo sonora
funcionalmente as pressbes adaptativas extremamente fortes fazendo com que algumas
regras e tendéncia aparecam transgredindo as relagGes filogenéticas (Vielliard, 1990).
Cocroft & Ryan (1995) ap6s observar padrdes conservativos em aspectos morfoldgicos
acusticos em uma familia de hilideos sugerem que novos trabalhos ampliem esforcos na
identificacdo da origem e direcdo das importantes mudangas no comportamento
acustico.

O canto de anuncio € a vocalizacdo mais freqlientemente emitida pelos machos
(Wells, 1977), apresentando adaptacGes que promovem atenuacdo das interferéncias
intra e interespecificas no periodo reprodutivo (Wells, 1980; 1988; Schwartz & Wells,

1983; Bastos & Haddad, 1995; Given, 1990; Grafe, 1996; Martins et al., 2006; Silva et
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al., 2008). Zimmermann & Bogart (1984) demonstraram diferencas na estrutura do
canto entre espécies que vocalizam em diferentes formagdes ambientais. Mudancas nos
sinais de amplitude e fidelidade dos cantos emitidos podem diminuir a eficiéncia do
sinal (Kime et al., 2000). Ruidos ambientais, como a correnteza de um riacho ou uma
cachoeira, podem apresentar frequéncias entre 50 a 4000 Hz (Feng et al., 2002; Narins
et al., 2004) e anuros sob essas condi¢cdes tendem a produzir altas freqiiéncias no canto
estendendo até a amplitudes ultra-sonicas (Narins et al., 2004). Segundo Feng & Schul
(2007) a comunicacdo acustica dos anuros e suscetivel a degradacdo durante a
transmissdo sendo que algumas estruturas do canto ndo ultrapassam determinadas
barreiras fisicas. A degradacdo do som é menor em individuos que vocalizam acima do
solo em comparacdo com individuos que vocalizam apoiados no solo e, menor em
habitats abertos, comparados com habitats de floresta (Kime et al., 2000). Entretanto,
Kathryn & Ryan (2004) demonstraram que machos podem desenvolver tragos
explorando aqueles j& existentes e, a evolucdo da complexidade do canto esta
relacionada essencialmente a morfologia dos 6rgdos relacionados, portanto, de origem
genética.

O género Physalaemus foi descrito por Fitzinger (1826) para uma Unica espécie,
P. cuvieri, do Brasil, e foi caracterizado simplesmente pela presenca de dedos finos.
Atualmente, o género Physalaemus apresenta uma distribuicdo geogréafica entre o
sudeste do México até o Nordeste da Argentina (Cruz & Pimenta, 2004; Frost, 2012).
Lynch (1970) reconheceu quatro grupos de espécies baseados nas variacbes de
caracteres morfoldgicos: grupos biligonigerus, pustulosus, signifer e cuvieri. Heyer
(1975) discutiu as relacdes filogenéticas entre os géneros de Leptodactylinae e
considerou o género Physalaemus monofilético e como grupo irmdo de Pleurodema

Tschudi, 1838 e Pseudopaludicola Miranda-Ribeiro, 1926. Cannatella & Duellman
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(1984) propde um grupo monofilético para P. pustulosus, incluindo quatro espécies e
definidas por quatro caracteristicas: presenca de glandulas paratoides; glandulas de
flanco eliptico; pele rugosa, pustulosa; e fino processo de dentes vomerianos. Cannatella
e colaboradores (1998) usando as caracteristicas do canto de anuncio, morfologia,
moleculares para estimar a filogenia das espécies do grupo P. pustulosus. Tarano &
Ryan (2002) apresentaram uma primeira analise filogenética dos Physalaemus e sugeriu
que o género consistia de dois grupos monofiléticos, o grupo de espécies de P.
pustulosus e todas as outras espécies.

Estudos recentes de sistematica realizados por Nascimento e colaboradores
(2005) resultaram em uma revisdo do género Physalaemus, baseados em andlises
morfométricas, morfologia externa, padrdes de cores e caracteres osteoldgicos. Séo
atualmente 45 espécies distribuidas em sete grupos: cuvieri, signifer, albifrons,
deimaticus, gracilis, henselii e olfersii. Este trabalho tambeém revalidou o género
Eupemphix, contendo apenas E. nattereri, as demais espécies anteriormente incluidas na
classificagdo de Lynch (1970) foram reunidas no género Engystomops.

Organizagdo da tese

Esta tese esta organizada em trés capitulos para satisfazer os objetivos propostos
no projeto inicial. Os capitulos estdo estruturados em forma de artigos, os quais serdo
submetidos a publicaco:

- No capitulo 1, avaliamos a segregacdo dos parametros bioacusticos e o grau de
similaridade dos cantos das espécies de anuros pertencentes ao grupo P. cuvieri. Este
artigo sera submetido ao periddico Bioacoustics.

- No capitulo 2, verificamos a influencia do habitat nos parametros bioacusticos
das espécies do género Physalaemus pertencentes a trés grupos: P. signifer, P. cuvieri, e

P. olfersii. Este artigo serd submetido ao periddico Evolutionary Ecology.
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- No capitulo 3, os padrdes de evolucdo do canto de anuncio de 28 espécies do
género Physalaemus foram analisados através da filogenia comportamental. Este artigo

sera submetido ao periodico Cladistics.
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Resumo

A determinacdo e as analises dos parametros bioacusticos possibilitam a correta
identificacdo de espécies de anuros e podem também refletir caracteristicas dos
ancestrais e possiveis adaptacdes ambientais do canto. Neste trabalho, sdo descritos 0s
cantos de anuncio de espécies do grupo Physalaemus cuvieri (Anura, Leptodactylidae).
Os parametros bioacusticos espectrais e temporais dos cantos sd@o comparados
qualitativa e quantitativamente para avaliar se influenciam a segregacdo dos cantos e
para determinar a similaridade entre os cantos dessas espécies cripticas. Apenas o canto
de P. cicada é formado por uma série de notas repetitivas. Estruturas harmonicas
aparecem tanto em cantos de nota simples como em canto com repeticdo de notas.
Todos 0s parametros bioacusticos analisados segregam significativamente os cantos,
mas a frequéncia méaxima, a duracdo da nota e a frequéncia dominante sdo 0s
parametros mais eficientes para a diferenciacdo. A similaridade dos parametros
bioacusticos dos cantos ndo é relacionada com a distribuicdo geografica das espécies.
As espécies alopatricas demonstram maior similaridade do canto do que as espécies
simpétricas. Nas espécies simpatricas analisadas, P. cuvieri, P. ephippifer e P. fischeri,
verifica-se sobreposicdo de parametros espectrais, ja em P. cuvieri, P. kroyeri e P.
centralis, ocorre sobreposicdo dos parametros temporais. Esses dados indicam que a
sobreposicdo completa dos pardmetros do canto ndo ocorre e, caso espécies simpatricas
ocupem 0 mesmo espaco acustico, a segregacdo dos cantos se da pelos parametros
temporais. Apesar da alta semelhanca morfolégica dessas espécies intragenéricas,
amplamente citadas na literatura como cripticas, os cantos de anuncio das espécies
analisadas diferem, apresentando segregacao tanto nos parametros espectrais quanto nos

temporais. Pesquisas adicionais, incluindo outros grupos intragenéricos, permitirdo
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entender melhor a importancia do canto de andncio no reconhecimento das espécies,
possibilitando a identificacdo de possiveis homologias entre parametros bioacusticos.
Palavras-chave: Espécies cripticas, segregacdo acustica, canto de anuncio, similaridade,

parametros espectrais e temporais.
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Abstract

The determination and analysis of bioacoustics parameters allow the proper
identification of anurans species as well as reflection of ancestors’ features and possible
environmental adaptations in vocalization. In this paper, are described the advertisement
calls of species from the Physalaemus cuvieri group (Anura, Leptodactylidae). The
spectral and temporal bioacoustics parameters are compared both quantitative and
qualitatively in order to evaluate if they have an influence on the segregation of calls
and determine the similarity between the different vocalizations within these cryptic
species. Only the P. cicada call is formed by a series of repetitive notes. Harmonic
structures are observed in simple notes calls as well as in repetitive notes calls. All the
analyzed bioacoustics parameters significantly segregate the different calls but the
maximum frequency, note length and dominating frequency are the most effective
parameters in calls differentiation. The similarity of calls bioacoustics parameters is not
related with sympatric species’ geographic distribution. The allopatric species
demonstrate greater cantus similarity than sympatric species. On the sympatric species
analyzed, P. cuvieri, P. ephippifer and P. fischeri, is observed the overlapping of
spectral parameters whereas the P. cuvieri, P. kroyeri and P. centralis present
overlapping in the temporal parameters. Despite the great morphological similarity
between these intrageneric species, widely mentioned as cryptic, the analyzed
advertisement calls differ, presenting segregation in spectral and temporal parameters.
Additional research, including other intrageneric groups, will allow a better grasp of
advertisement call importance in species recognition, permitting the identification of
possible homologies between bioacoustics parameters.
Keywords: cryptic species, acoustic segregation, advertisement call, similarity, spectral

and temporal parameters.
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Introducéo

Os sinais acusticos dos anuros constituem excelentes padrdes de comportamento
para estudos comparativos, sendo o principal componente do reconhecimento das
espécies e escolha de parceiros para a reproducao (Wells, 2007). O comportamento de
vocalizacdo e o sistema sensorial desenvolvido na percep¢do do canto foram
extensivamente estudados, tornando-se um dos melhores modelos de sistema de
compreensdo da comunicacdo animal (Vielliard, 1983; Fritzsch et al., 1988; McClelland
et al., 1996; Wilczynski et al., 2001; Gerhardt & Huber, 2002; Gridi-Papp & Ryan,
2006), assim como a estrutura do sistema auditivo e sua relacdo com as caracteristicas
do canto (Capranica 1965, Fuzessery 1988, Walkowiak 1988, Zakon & Wilczynski
1988; Gerhardt et al., 2007). Entre os anuros, o canto € um sinal acustico repetitivo e
relativamente curto, cujas caracteristicas podem ser quantificadas usando-se métodos
padronizados de analise sonora, sendo as medicdes objetivas e repetiveis (Cocroft &
Ryan, 1995).

Dentre os diversos tipos de cantos emitidos pelos anuros, o canto de anincio
(advertisement call — sensu Wells, 1977) tem como funcéo atrair as fémeas no periodo
reprodutivo, manter o espacamento entre machos coespecificos, auxiliar as estratégias
de defesa de territorio e minimizar a competicdo intraespecifica (Duellman & Trueb,
1994; Wells, 2007; Amézquita et al., 2009). O canto de anuncio, definido como “canto
funcional” (Vielliard, 1987) com estrutura espécie-especifica, & onde se manifestam as
diversas pressfes evolutivas. Assim, o canto de anuncio é de grande importancia na
identificacdo taxonémica em campo e também na diferenciacdo de espécies cripticas
(De La Riva et al.,, 1995), além de uma importante ferramenta para determinar
diferencas, similaridades e a posi¢do taxondmica e filogenética entre taxons (Cocroft,

1994; Hartmann et al., 2002).
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Além da atracdo de fémeas coespecificas como parceiros de acasalamento, a
funcdo da comunicacdo dos anuros é o reconhecimento de machos coespecificos (Wells,
1977; Rand, 1988; Ryan, 1988). A correspondéncia entre os cantos coespecificos e 0
sistema auditivo do receptor depende de varios critérios acusticos (Gerhardt & Huber,
2002), como propriedades espectrais, temporais ou uma combinacdo de ambos. Para
comunicacdo de espécies sintdpicas e sincrdnicas, padrdes do canto devem fornecer a
identificacdo correta espécie-especifica (Ryan, 1988).

Diversos estudos tém mostrado que cantos de espécies de anuros que co-ocorrem
diferem significativamente os valores médios de suas propriedades acusticas
(Fouquette, 1960; Duellman, 1967; Hodl, 1977; Drewry & Rand, 1983; Duellman &
Pyles, 1983 Schwartz & Wells, 1984; Garcia-Rutledge & Narins, 2001; Martins et al.,
2006). No entanto, mesmo quando os meios de emissdo do som sdo diferentes, as
distribuicbes das propriedades bioacUsticas de espécies diferentes muitas vezes
sobrepdem (Fouquette, 1960; Duellman & Pyles, 1983; Schwartz & Wells, 1984).

A estrutura do canto dos anuros também pode variar desde uma nota simples a
um repertorio sucessivo de notas, podendo ser moduladas ou unimodais, variar na
amplitude, frequéncia ou ambos (Martin, 1971; McLister et al., 1995; McLister 2001;
Gridi-Papp, 2003). E conveniente o uso de parametros aclsticos como unidades para a
comparacdo de sinais aclsticos em anuros, mas as unidades mecénicas (nota) e
acusticas (estrutura do canto) podem evoluir em caminhos distintos, principalmente em
espécies fortemente relacionadas (Robillard et al., 2006). Os parametros do canto
estereotipados como 0s harménicos tendem a ser conservativos ou mais similares entre
espécies proximas (Cocroft & Ryan, 1995). Assim, determinados parametros do canto

possuem um forte sinal filogenético por estarem diretamente relacionados com o
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reconhecimento especifico, assim como outros devem ser mais plasticos, refletindo as
condicdes ambientais (Robillard et al., 2006).

O ¢género Physalaemus Fitzinger, 1826, é composto por 45 espécies e
distribuidas do México a Argentina (Frost, 2012). Nascimento e colaboradores (2005)
em revisdo taxondmica definiram sete grupos dentro do género, dentre eles, 0 grupo
Physalaemus cuvieri, composto por nove espécies: P albonotatus (Steindachner, 1864),
P. centralis Bokermann, 1962, P. cicada Bokermann 1966, P. cuqui Lobo, 1993, P.
cuvieri Fitzinger, 1826, P. ephippifer (Steindachner, 1864), P. erikae Cruz & Pimenta,
2004, P. fischeri (Boulenger, 1890) e P. kroyeri (Reinhardt & Lutken, 1862). O grupo
P. cuvieri € amplamente distribuido de Norte a Sul da América do Sul, do leste da
Cordilheira dos Andes da Argentina até a Venezuela (Nascimento et al., 2005). Mas, em
grupos constituidos de espécies cripticas, a identificacdo das espécies com base
exclusivamente em caracteristicas morfolégicas ndo € confidvel (Barrio, 1965),
dificultando a identificacdo de novas espécies (Conte et al., 2011). Apesar desse cenario
de proximidade taxonémica, diferencas bioacusticas, tanto espectrais quanto temporais,
sdo esperadas no canto de anuincio como ja demonstradas para outros grupos do género
Physalaemus (Weber, 2005; Cassini et al., 2010). Mas, esta visdo de analisar a
plasticidade e conservagdo dos pardmetros bioacusticos entre espécies taxonomicamente
proximas é raramente investigada (Gerhardt, 1991). Assim, a delimitacdo desses
parametros para a correta identificacdo das espécies é relevante, apresentando caracteres
que refletem caracteristicas dos ancestrais e das possiveis adaptacdes ambientais, que se
torna necessario para definir a diversidade de um ambiente e fornecer informagdes
taxonémicas das espécies de anuros (Bickford et al., 2007). Sendo assim, a descri¢cdo
desse tipo de vocalizacdo é importante tanto para estudos envolvendo taxonomia quanto

para ecologia comportamental (Martino & Sinschi, 2002).
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Neste trabalho nosso objetivo foi descrever os cantos de anincio e comparar
qualitativa e quantitativamente o0s parametros bioacusticos tanto espectrais quanto
temporais, das nove espécies intragenéricas do grupo Physalaemus cuvieri (Anura,
Leptodactylidae), respondendo as seguintes questdes: 1) quais parametros bioacusticos
influenciam a segregacéo acustica e a discriminacao entre as espécies cripticas do grupo
P. cuvieri? 1) Qual o grau de similaridade do canto de anuncio e a distribuicéo
geogréafica das espécies do grupo P. cuvieri? Deste modo, os parametros acusticos dos
sinais sonoros podem fornecer homologias robustas para uso em estudos comparativos
das vocalizacOes de anuros e para derivar e testar hipoteses evolucionistas produzindo

informacdes filogenéticas consistentes (Robillard et al., 2006).

Metodologia

Foram analisados 0s cantos de nove espécies pertencentes ao género
Physalaemus, grupo P. cuvieri: P. albonotatus, P. centralis, P. cicada, P. cuqui, P.
cuvieri, P. ephippifer, P. erikae, P. fischeri e P. kroyeri, (sensu, Nascimento et al.,
2005). Estas espécies estao distribuidas por toda América do Sul (Fig. 1).

Os dados foram coletados de arquivos sonoros cedidos por pesquisadores (Tab.
1) e, quando possivel, foram amostrados cantos de anuncio de machos de duas (ou mais)
populacBes geograficamente separadas para o estudo de toda a variagdo intraespecifica
existente, entre individuos e entre populacdes geograficamente separadas, garantindo
uma boa representagéo e possibilitando uma representacéo segura das espécies (Nevo &
Capranica, 1985; Gerhardt, 1991; Ryan & Wilczynski, 1991).

Foram analisados dez parametros bioacusticos separados em pardmetros
espectrais e temporais (Tab. Il). As definicdes dos parametros foram adaptadas de

Duellman (1970), Wells (1977; 1988); Duellman & Pyles (1983); Ryan (1985);
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Duellman & Trueb (1994); Schwartz (1987); Cocroft & Ryan (1995); Gerhardt e
colaboradores (1998) e Ryan (2001).

Os cantos foram digitalizados e analisados no programa computacional Raven
Pro 1.3 (Cornell Bioacoustics Research Program — sob licenca do Laboratorio de
Herpetologia do Depto. Zoologia, 1B, Unesp, Rio Claro) com uma frequéncia de
amostragem de 44.1 kHz, 16 bit de resolucdo e canal mono. Foi utilizado filtro de 256
bandas e, quando necessario, a opcao de 1024 bandas. O sonograma foi analisado com
50% de brilho e 50% de contraste. Foram analisados trés tipos de graficos do canto: 1)
sonogramas, com uma escala de frequéncia entre 0 e 10.000 Hertz e a escala de tempo
em segundos, de onde foi extraida a estrutura das notas que compunham os cantos; 2)
oscilogramas, que representam a intensidade do som ao longo do tempo que foi
utilizado na analise da duracdo do canto, nota e pulso; 3) espectro de poténcia
relacionando a freqiiéncia e amplitude importante nas medicdes da faixa de frequéncia,
frequéncia dominante e presenca de harmoénicos na nota.

ANALISE DOS DADOS

Foram registrados as médias e desvios-padrdo de cada um dos parametros
acusticos, assim como os valores minimos e maximos utilizados para a descri¢do dos
cantos de andncio das nove espécies estudadas.

Para determinar se houve diferenca em oito parametros bioacusticos foi usada a
analise de variancia (ANOVA) e o nivel de significancia considerado foi de p < 0,05.
Foi aplicado um teste de Fischer LSD Post hoc (Zar, 1999) e posteriormente
confeccionados graficos Box-Plot que mostraram quais pares de espécies tiveram ou
ndo diferenca nas médias para cada parametro bioacustico. Foram analisados a
frequéncia minima, maxima e dominante além da duracdo da nota e intervalo entre as

notas, duracdo e numero de pulsos. Os dados foram logaritmizados (Ln) para a
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adequacao das premissas do teste. O numero de notas e a presenca de harmdnicos na
nota nao foram utilizados nesse teste por serem parametros binarios.

O grau de similaridade entre o canto de anuncio das espécies foi determinado
por meio do método de distancia euclidiana, medida de dissimilaridade, para o conjunto
de dados, para os parametros espectrais e temporais. Tambeém foi aplicada a analise de
bootstrap para definir os agrupamentos validos no uso do espaco bioacustico. As
analises foram realizadas em programa computacional utilizando o método de média
ndo ponderada para construcdo do dendrograma (Krebs, 1999). Os dados foram

logaritmizados para a padronizacao.

Resultados

DESCRIGAO DOS CANTOS DAS ESPECIES DO GRUPO P. CUVIERI (Tab. Il1).

Dentre as espécies analisadas, o canto é formado por uma Unica nota, somente o
canto de P. cicada é formado por uma série de notas pequenas repetidas por um periodo
prolongado. Nos parametros espectrais, 0 grupo P. cuvieri ocupa uma ampla faixa de
frequéncia, de 0,29 a 4,3 kHz, com frequéncia dominante (maior energia da nota) entre
0,68 e 3,00 kHz. Entre os parametros temporais, a duracdo da nota apresenta grande
variacdo, entre 0,02 e 1,61 segundos; bem como o intervalo entre as notas, entre 0,02 e
9,17 segundos. O pulso, constituinte da nota, varia na duragdo entre 0,002 e 0,004
segundos; a variacdo na taxa de emissdo é de 6 a 700 pulsos por nota. A taxa de
repeticdo da nota é de 7,23 a 1587 notas por minuto (Tab. Il — Fig. 2).

SEGREGACAO DOS CANTOS

Os cantos sao significativamente diferentes para todos os parametros analisados
(p £0,05) (Tab. IV). A comparacdo par a par das espécies pelo teste de Fischer LSD

“Post hoc” demonstra que parametros como a frequéncia maxima ¢ o numero de pulso
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diferenciaram 97% dos pares de espécies formados, sem diferenca significativa para os
valores do canto de P. cuqui e P. kroyeri (p = 0,09) e P. cuvieri e P. kroyeri (p = 0,86),
respectivamente. A duracdo da nota diferencia 94,5% dos pares de espécies, sem
diferenca para os valores de P. centralis e P. kroyeri (p = 0,6) e P. cuvieri e P.
ephippifer (p = 0,07). A frequéncia dominante diferencia 89% dos pares de espécies,
ndo diferencia os valores de P. albonotatus e P. cuqui (p = 0,17), P. albonotatus e P.
kroyeri (p = 0,23), P. cicada e P. erikae (p = 0,35), P. erikae e P. kroyeri (p = 0,18). O
intervalo entre as notas diferencia 83% dos pares de espécies, sem diferenca para 0s
valores de P. albonotatus e P. cuvieri (p = 0,18), P. centralise P. cicada (p = 0,1), P.
centralis e P. fischeri (p = 0,46), P. centralis e P. kroyeri (p = 0,07), P. cicada e P.
fischeri (p = 0,37), P. cuvieri e P. kroyeri (p = 0,1). A frequéncia minima diferencia
78% dos pares de espécies, sem diferenca para os valores de P. albonotatus e P. cuqui
(p = 0,11), P. albonotatus e P. cuvieri (p = 0,52), P. centralis e P. cuqui (p = 0,3), P.
centralise P. erikae (p = 0,4), P. centralise P. fischeri (p = 0,3), P. cuqui e P. erikae (p
=0,9), P. cuqui e P. fischeri (p = 0,06), P. erikae e P. fischeri (p = 0,15). J& pardmetros
como a taxa de repeticdo da nota e duracdo do pulso diferencia 72% e 67% dos pares de
espécies, respectivamente (Fig. 3).

ANALISE DE SIMILARIDADE

A similaridade dos parametros espectrais dos cantos de anuncio dispde as
espécies em dois agrupamentos (Fig. 4a): 1) P. cuqui, P. erikae, P. kroyeri com alta
frequéncia dominante e I1) P. cuvieri, P. ephippifer e P. fischeri com baixa frequéncia
dominante (Fig. 4a). Em ambos os agrupamentos os cantos sdo formados com uma
Gnica nota, com harmdnicos. O agrupamento | relne espécies com distribuicdo
geografica distintas. No agrupamento Il apenas as espécies P. cuvieri e P. ephippifer

tém sobreposicdo na distribuicdo geogréfica (Fig. 1). O canto de P. cicada apresenta
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menor similaridade as demais espécies, com as maiores medias para todos os valores
dos parametros espectrais e canto formado por repeticdo de notas curtas sucessivas
(Tab. I1I). Ja as espécies P. centralis e P. albonotatus, apesar de possuem certa
sobreposicdo nas areas de ocorréncia, os valores dos parametros espectrais no canto 0s
diferenciam (Fig. 3a, b, ¢). Os parametros temporais do canto de andncio dispdem as
especies trés agrupamentos (Fig. 4b): 1) P. cuqui e P. albonotatus, espécies com
distribuicbes geograficas adjacentes (Fig. 1) com os maiores valores médios para o
numero de pulsos e as menores taxas de repeticdo da nota; IV) P. ephippifer e P. erikae
onde 0s cantos se caracterizam por terem 0s maiores valores para o intervalo entre as
notas/canto, sendo espécies com distribui¢des geograficas distintas (Fig. 1) e; V) P.
cuvieri, P. kroyeri e P. centralis com menor intervalo entre as notas, sdo espécies com
sobreposicdo na area de ocorréncia (Fig. 1). O dendrograma formado com todos os
valores, espectrais e temporais, do canto demonstra a similaridade entre os cantos de
anuncio de P. cuqui, P. erikae e P. ephippifer, espécies com cantos com baixa
frequéncia minima, alta frequéncia maxima e dominante, notas longas e longo intervalo
entre as notas e baixa taxa de repeticdo das notas. Os cantos de P. cuvieri e P. kroyeri
também sdo similares, apresentando cantos com notas curtas, curto intervalo entre as
notas e alta taxa de repeticdo das notas. Os cantos das demais espécies ndo formam
agrupamentos robustos, possuindo o canto de P. cicada a maior dissimilaridade entre as

espécies estudadas (Fig. 4c).

Discussao
Os dados dos cantos de anuncio de P. cicada, P. cuqui, P. cuvieri, P. fischeri e
P. kroyeri sdo semelhantes aos dados disponiveis para comparacao (Bokermann, 1966;

Ferrari & Vaira, 2001; Heyer et al., 1990; Pombal Jr., 2010; Tarano, 2001). As
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discordancias nos parametros acusticos sao encontradas em P. erikae P. ephippifer e P.
albonotatus, diferindo mais nos valores temporais do que espectrais. Cruz & Pimenta
(2004) descrevem o canto de P. erikae com o intervalo entre as notas de 13,42 segundos
(9,17 segundos no presente trabalho); frequéncia dominante de 3,22 kHz (2,77 kHz no
presente estudo). Kaefer e colaboradores (2011) descrevem para P. ephippifer, a
duracgéo da nota de 0,41 segundos (0,27 segundos, presente estudo) e a taxa de repeticao
do canto de 11,75 notas por minuto (13,22 notas por minuto, presente estudo). Straneck
e colaboradores (1993) descrevem o canto de P. albonotatus com duragéo da nota de 0,8
a 1,1 segundos (1,43 segundos, presente estudo) e a taxa de repeticdo de 8,4 notas por
minuto (12,29 notas por minuto, presente estudo). Essas variagdes nos valores dos
pardmetros temporais também sdo encontradas em comparacdes de cantos de anuros do
hemisfério Norte com relevante relacdo dos parametros temporais com o0
reconhecimento especifico no género Bufo (Ryan & Sullivan, 1989). De acordo com
Pombal e colaboradores (1995), também €é possivel que esta variagdo seja causada por
pequenas diferencas metodoldgica e de equipamentos empregados nas gravagdes, ou
por diferencas nas analises sonograficas (como pudemos observar na selecdo do
programa sonogréfico a ser utilizado) ou pela variacdo populacional e/ou geografica.
Alguns dos parametros em que foram observadas diferengas sdo parametros dindmicos,
como intervalo entre notas, taxa de repeticdo do canto, os quais séo influenciados pelo
comportamento social em coro (Martins & Jim, 2003; 2004). Sendo assim, os dados
obtidos corroboram e ampliam os dados ja disponiveis na literatura.

Analisando a estrutura bioacustica do canto de anuncio das espécies do grupo P.
cuvieri, verifica-se que o canto formado por mais de uma nota de P. cicada difere
drasticamente do canto de anuncio das demais. Cantos com repeticGes de notas sdo

emitidos por espécies do grupo P. signifer como P. crombiel e P. nanus, porém, sdo
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cantos formados por um menor nimero de notas e consequentemente cantos com menor
duracdo (Weber, 2005). Nas demais espécies do grupo P. cuvieri, o canto é formado por
nota Unica com presenca de estrutura harménica. A relacdo de semelhanca entre os
cantos pode ser simples em grupos que usam mecanismos estereotipados na producao
de som (Robillard et al., 2006) como parece ser 0 caso das espécies do grupo P. cuvieri.
Mas, a aplicagdo do principio da homologia ao comportamento acustico necessita de
uma analise mais cuidadosa das caracteristicas comportamentais, s6 assim, podendo ser
usada para definir grandes classes funcionais (Wenzel, 1992).

Todos os parametros bioacusticos, espectrais e temporais, influenciam na
segregacdo dos cantos. Parametros como a duracdo da nota e as frequéncias maxima e
dominante promovem maior segregacgéo entre os cantos, sendo diretamente relacionados
com o reconhecimento especifico, do que pardametros como a duracdo dos pulsos e a
taxa de repeticdo que promovem uma menor segregacdo quando comparados aos outros
parametros e devem refletir as condi¢des ambientais (area aberta) (Robillard et al.,
2006). Assim, esta investigacdo do canto fornece pistas sobre quais parametros
bioacusticos sdo importantes na discriminagdo entre congéneres (Gerhardt, 1991). Em
hilideos e leptodactilideos, padrfes sugerem que caracteristicas temporais do canto
estdo envolvidas no isolamento de espécies, embora a frequéncia dominante também
pudesse ser importante (ver Straughan & Heyer, 1976; Gerhardt, 1991; Martins & Jim,
2003; 2004). Nossos dados corroboram os de Ryan & Rand (1993) em que, entre os
Leptodactylidae, a frequéncia dominante dos cantos de Physalaemus fischeri e
Engystomps pustulosus se sobrepde, assim como a frequéncia minima, mas diferem na
frequéncia méaxima e na duracdo do canto. Com isso, as fémeas conseguem rejeitar 0s
cantos heteroespecificos na auséncia e na presenca do canto coespecifico. Marquez e

colaboradores (1995) chegam a conclusbes semelhantes para 0s cantos de 23 espécies
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(leptodactilideos e leiuperideos) da Bolivia. A duracdo da nota juntamente com a
frequéncia maxima e/ou dominante sdo parametros suficientemente robustos para diferir
0s cantos desse grupo.

Apesar de serem espécies que ocupam 0 mesmo macrohabitat (areas abertas), o
grupo P. cuvieri possui espécies com distribuicdes geograficas restritas a determinadas
regides do continente, como as espécies P. kroyeri e P. cicada distribuidas na regido
nordeste, P. ephippifer e P. fischeri ocorrendo no Norte e P. albonotatus e P. cuqui com
distribuicdo mais ao Sul do continente (Frost, 2012). N&o ha relacao entre os parametros
bioacusticos e a distribuicdo geograficas das espécies (ecorregido). A radiacdo
adaptativa de anuros do género Physalaemus ndo influencia os parametros do canto,
fato semelhante foi demonstrado por Robillard e colaboradores (2004) para ortopteros.
As espécies alopatricas demonstram maior similaridade do canto entre os parametros
bioacusticos do que as espécies simpatricas. As espécies simpatricas do grupo P. cuvieri
com similaridade nos parametros espectrais diferenciam nos parametros temporais.
Esses dados indicam que a sobreposi¢cdo completa dos parametros bioacudsticos ndo
ocorre e, caso espécies simpatricas ocupem 0 mesmo espaco acustico, a segregacdo dos
cantos se dara pelos parametros temporais (Silva et al. 2008). E, devido ao limitado
repertério vocal dos anuros, convergéncias sdo esperadas (Duellman & Trueb, 1994;
Martins et al., 2006). Para Ossen & Wassersug (2002) cantos de espécies com
reproducdo explosiva respondem menos a variaveis ambientais do que as espécies de
reproducdo prolongadas, que respondem diferentemente para variaveis climaticas ao
longo do periodo reprodutivo. Segundo Levin (1992), a escala de observacao determina
0s padrdes que podem ser observados. Portanto, é preciso analisar a estrutura do
microhabitat ocupado por estas espécies para tirar quaisquer conclusdes sobre a falta de

relacdo entre o ambiente e as propriedades do canto dos anuros. Estudos em hilideos
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neotropicais indicam que cantos de espécies alopatricas aparentadas sdo mais similares
que as vocalizaces de espécies simpatricas; sé havendo similaridade quando nédo sdo
sintdpicas e/ou sincrénicas (Duellman & Pyles 1983; Marquez et al., 1993; Martins &
Jim, 2003; 2004; Martins et al., 2006). Martins & Jim (2004) encontraram grande
semelhanca nos cantos de popula¢des de Dendropsophus jimi e D. elianeae, mas com
diferencas na estrutura temporal nos dois padrdes de vocalizacGes, onde ajustes
acusticos podem permitir até a ocorréncia sincronopatrica. Em estudos experimentais,
com diferentes espécies de anuros, sdo encontradas diferencas na taxa de emissdao de
pulso suficientes para a selecdo co-especifica dos machos, com as fémeas rejeitando
cantos com taxas de emissGes maiores ou menores (ver Gerhardt, 1988; Arak, 1988). As
distancias observadas entre os cantos das espécies no dendrograma ndo refletem,
necessariamente, uma hipotese de relacdes filogenéticas. As diferencas encontradas
entre as espécies simpatricas, por exemplo, podem ser um resultado de uma maior
selecdo entre elas, evitando a sobreposicdo no espago acUstico e permitindo a
coexisténcia em mesmo tipo de macrohabitat.

Apesar da alta semelhanca morfoldgica dessas espécies intragenéricas,
amplamente citado na literatura como um grupo criptico, o canto de andncio das
espécies analisadas diferiu, apresentando segregacdo tanto nos pardmetros espectrais
qguanto temporais. O canto P. cicada diferiu dos demais, o restante das espécies
compartilham das mesmas estruturas do canto. A distribuicdo geogréafica da espécie ndo
influencia nos parametros bioacUsticos, com espécies alopatricas apresentando maior
similaridade que espécies simpétricas. Estudos futuros sobre as relacBes entre os
membros deste grupo usando dados morfoldgicos, moleculares juntamente com dados
acusticos devem ser obtidos para a corroboracdo desses resultados. Pesquisas adicionais

incluindo outros grupos intragenéricos permitirdo entender melhor a importancia do
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canto de anuncio no reconhecimento especifico das espécies, possibilitando a

identificacdo de possiveis homologias dos parametros do canto de andncio.

Conclustes

Os parametros bioacusticos, espectrais e temporais, influenciam na segregacao
dos cantos desse grupo criptico. Parametros como as frequéncias, maxima e dominante,
e a duracdo da nota foram os mais importantes na segregacdo dos cantos. Estdo
diretamente relacionados com o reconhecimento especifico. Entretanto, parametros
como a duracdo dos pulsos e a taxa de repeticdo promovem uma menor segregacao
quando comparados aos demais parametros, e devem refletir as condigdes ambientais.
Mas a distribuicdo geogréfica da espécie ndo influencia nos pardmetros bioacusticos,
com espécies alopatricas apresentando maior similaridade que espécies simpatricas.
Assim, esta investigacdo do canto fornece pistas sobre quais parametros bioacusticos

séo importantes na discriminagéo entre congéneres.
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Figuras

Tabela I — Arquivos sonoros, localidades de obtencdo dos registros e pesquisadores que cederam
0s registros de: P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P. cic — P. cicada, P. cug — P. cuqui, P. cuv
— P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. fis — P. fischeri e P. kro — P. kroyeri.

vouvUuvom

Pesquisador Arquivos Localidades
.alb  André Pansionato 12A-02 Miranda — MS
26A-03 Corumba — MS
43A-14 Vale de Sdo Domingos — MT
49A-03 Caceres — MT
Pir05-05 N. S. Livramento — MT
.cen André Pansonato 04A-08 N. S. Livramento — MT
LH115/194/293 N. S. Livramento — MT
Bruno Pimenta Dat 5-34/5-40 [tumirim — MG
Dat 4-26/4-28 Lagoa Santa — MG
Rodrigo Silva P.centralis 3/4/5 Icém — SP
.cic Marcelo Napoli PABA Paulo Afonso — BA
Jorge Jim P. cicada 1/1a/1b Jequié — A

. cuq Diego Baldo

Sound 13/P.cuq

Gobernador Virasoro, Argentina

.cuv André Pansonato

Bruno Pimenta

Adrian Garda

Célio Haddad

41A-12/42A-03/42A-05
03B-08/15A-07/16A-01
16A-06/16A-07/21A-03
dat 4-34

dat 5-36

dat 5-30

ASUFRNO049
ASUFRNO014

CH-7

P.cvi2

Nova Lacerda— MT

Chapada dos Guimaraes — MT
Chapada dos Guimaraes — MT
Lagoa Santa — MG

Itumirim - MG

Perddes — MG

Macaiba — RN

Loreto — RN

Ribeirdo Branco — SP
Ribeirdo Branco — SP

eph Michel Ryan

Track 9/10/11/12/13/14/15/16/18

Macumbe Reserve

eri  Bruno Pimenta

P. grcuv/3/4/5/6/7

Porto Seguro — BA

fis Zaida Tarano

male 105/106/110/152/152b

Calabozo, Venezuela

kro Marcelo Napoli

P. aff kroyeri/ Explosdo 2/ Explosédo 3

Barreiras — BA
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Tabela Il. Pardmetros do canto de andncio, (E) pardmetros espectrais e (T) parametros temporais,

s80 apresentados na tabela a seguir:
Parametros espectrais
(kHz — quilohertz)

Parametros temporais
(ms — milissegundo)

(E) — freqiiéncia minima (FMa) — a menor
frequéncia do canto (kHz).

(E) — freqiiéncia méxima (FMi) — a maior
frequéncia do canto (kHz).

(E) — freqiiéncia dominante (FD) —a
frequéncia com a maior energia do canto
(kHz).

(E) — uma nota ou mais de uma nota*.

(E) — com ou sem harmdnicos —

harmdnicos sdo bandas de freqliéncia cujos

valores sdo multiplos e inteiros da
frequiéncia. Fundamental

(T) — taxa de repeticdo das notas (TR)—
numero de notas emitidas por minuto.

(T) — duracéo das notas*/canto (DN) —
tempo entre o inicio e final da nota. Nota
é a menor unidade temporal sonora que
constitui o canto (ms).

(T) — intervalo entre as notas*/canto (IN)
— hiato entre duas notas (ms).

(T) — duracéo dos pulsos (DP) — tempo de
duragdo de um pulso (ms).

(T) — nimero de pulsos (NP) —
Subunidade da nota, o pulso é uma
repeticdo de estimulos energeticos,
idénticos e de curta duracao.

* Foram analisadas a duragéo do canto e o intervalo entre o canto em cantos formados por uma Unica
nota; foram analisadas a duragdo da nota e o intervalo entre as notas em cantos formados por mais de uma

nota.
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Tabela IV — Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros
acusticos das nove espécies do grupo Physalaemus cuvieri. FMa —
freqUiéncia méxima, FMi - frequéncia minima, FD — frequencia
dominante, DN — duragdo da nota, IeN — intervalo entre notas, DP —
duracéo do pulso, NP — nimero de pulso, TXR — taxa de repeti¢do da
nota.

F GL(x;y) P

FMa 296,6 8; 362 0,00
FMi 3427,57 8; 366 0,00
FD 615,83 8; 369 0,00
DN 722,56 8; 376 0,00
IN 75,77 8; 376 0,00
DP 39,94 8; 376 0,00
NP 3507 8: 369 0,00
TR 243,88 8: 65 0,00
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Figura 1 — Mapa da América do Sul com a distribuicdo de
ocorréncia das nove espécies do grupo Physalaemus cuvieri.
Fonte: IUCN Red list website.
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Figura 2 — Sonograma, oscilograma e espectro de poténcia de uma nota do canto de anincio de
a) P. albonotatus, gravado no municipio de Corumba, estado do Mato Grosso; b) P. centralis, gravado no
municipio de Icém, estado de Sdo Paulo; c) P. cicada, gravado no municipio de Paulo Afonso, estado da
Bahia; d) P. cuqui, gravado no municipio de Los Lapachos, Provincia de Corrientes, Argentina, €) P.
cuvieri gravado no municipio de Icém, estado de Sdo Paulo; f) P. ephippifer gravado na Reserva da
Macumba; g) P. erikae gravado no municipio Porto Seguro, estado da Bahia; h) P. fischeri gravado no
municipio Calabozo, estado de Quarico, Venezuela e i) P. kroyeri, gravado no municipio de Barreiras,
estado da Bahia.
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Figura 3 — Variagdo entre as médias (teste Fischer LSD — Post Hoc) de oito pardmetros acusticos do canto de
anuncio de nove espécies do grupo Physalaemus: P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P. cic — P.
cicada, P. cug — P. cuqui, P. cuv — P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. fis — P. fischeri e P.
kro — P. kroyeri. a) Frequéncia maxima, b) frequéncia minima, c) frequéncia dominante, d) duracdo da nota, €)
intervalo entre as notas, f) duragdo do pulso, g) nimero de pulsos, h) taxa de repeti¢do da nota/canto.
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Resumo

As caracteristicas fisicas do ambiente influenciam a evolugcdo de sinais acusticos a
longas distancias, favorecendo as propriedades que diminuem a atenuacdo sonora e a
fidelidade da informacdo. Neste trabalho, discutimos a relagdo entre os parametros
acusticos e o tipo de habitat ocupado pelas espécies e, a similaridade entre os cantos de
anuncio de 28 especies distribuidas em trés grupos taxonémicos do género Physalaemus
que ocupam areas abertas e de mata. Os cantos foram caracterizados a partir de dez
parametros acusticos. Os cantos de anuncio apresentaram diferencas significativas entre
0s grupos taxondmicos de espécies anuros em oito parametros bioacusticos, sendo a
frequéncia minima e duracdo da nota bons pardmetros para a segregacao dos grupos.
Mas ndo houve diferenca significativa entre espécies de area aberta e de ambiente de
mata. Houve, sim, uma tendéncia de espécies de &rea aberta emitirem cantos em uma
faixa de frequéncia menor que espécies de ambiente de mata, que tiveram maior
plasticidade dos valores temporais do canto. A segregacao das espécies em taxons por
meio dos pardmetros acusticos ndo corroborou a taxonomia atual morfolégica. Mas, a
andlise de todos os parametros do canto mostrou que 61% das espécies foram agrupadas
junto a espécies do respectivo grupo. O uso de parametros bioacusticos como unidades
é conveniente para a comparagcdo em anuros, mas esses parametros podem evoluir em
diferentes caminhos como parece 0 caso das espécies do género Physalaemus. Contudo,
parametros do canto estereotipados, como as notas simples e harmonicos, sdo
conservativas ou mais similares entre espécies proximas. Assim, determinados
parametros do canto podem conter um forte sinal filogenético por estarem diretamente
relacionados com o reconhecimento especifico, assim como também expressar o reflexo

das condi¢cbes ambientais.
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Abstract

The physical characteristics of the environment influence the evolution of acoustic
signals over long distances, favoring the properties that diminish the sound attenuation
and information precision. In this paper, we discuss the relationship between the
acoustic parameters and the type of habitat occupied by the species as well as the
similarity between the advertisement calls of 28 species ranging from three taxa of the
Physalaemus genus occupying open areas and forest. The calls were characterized from
ten acoustic parameters. The calls presented significant differences between taxa of
anurans in eight bioacoustics parameters, given that the minimum frequency and note
length are good parameters for group segregation. But there was no significant
difference between species in the open areas and the forest area. It was observed a
tendency of open areas species to emit calls in a lower frequency range than the forest
species which had greater plasticity in calls temporal value. The segregation in species
in taxa by means of acoustic parameters did not corroborate the current morphological
taxonomy. However, the analysis of all calls parameters showed that 61% of the species
were grouped with their respective kin. The use of bioacoustics as units is convenient
for anurans comparison but these parameters may evolve in different paths as seems to
be the case of genus Physalaemus. Stereotyped calls parameters, like simple notes and
harmonics, are conservative or have better similarity between close species. Thus,
certain calls parameters may contain a strong phylogenetic signal because they are
directly related with specific recognition as well as representing the reflex of
environmental conditions.

Keywords: advertisement call, similarity, acoustics signals, P. cuvieri group, P. signifer

group, P. olfersii group
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Introducéo

Estudos ecoldgicos, taxondmicos e sistematicos, utilizando pardmetros
bioacusticos como caracteres comportamentais especificos, fornecem novas e
importantes informagfes para esclarecer as relacGes entre espécies (Marquez et al,
1993; Heyer et al., 1996; Marquez & Bosch, 1997; Haddad & Pombal, 1998; Hartmann
et al., 2002; Martins & Jim, 2003; 2004; Conte et al., 2011; Silva et al., 2011; Bastos et
al., 2011). Nos anuros, diferentes sistemas de comunicagdo sdo observados, mas o
comum €é a comunicacdo acustica (Ryan & Wilczynski, 1991; Duellman & Trueb, 1994;
Gerhardt 1994). Mas, na regido Neotropical, relacfes entre tdxons sdo particularmente
complexas e, 0 canto de anuncio (sensu Wells, 1977), que desempenha um papel crucial
no reconhecimento de espécies de anuros e escolha de parceiros (Littlejohn & Loftus-
Hills, 1968; Bastos et al., 2011), € um importante parametro alternativo taxondmico ja
que determina diferencas e semelhangas fenéticas entre os grupos (Marquez & Bosch,
1997). Mas o canto pode incorrer em custos energéticos significativos (Ryan, 1988;
Cocroft & Ryan, 1995), sendo que a otimizacao e a eficacia dos sinais bioacusticos sdo
cruciais para sua transmissdo. No entanto, 0 ambiente pode afetar as propriedades de
sinais bioacusticos, como a amplitude e a fidelidade de um canto de tal forma que ele
pode degradar a eficacia do sinal e torna-lo irreconhecivel para o receptor (Gerhardt,
1994). Caracteristicas fisicas do ambiente influenciam a evolucdo de sinais acusticos a
longas distancias, favorecendo as propriedades que diminuem a atenuacdo sonora € a
fidelidade da informacdo (Zimmermann, 1983). Morton (1975) foi o primeiro a
formular a hipdtese de adaptagdo acustica, que afirma que as frequéncias dominantes e
outras propriedades de cantos séo otimizadas para aqueles valores com menor atenuacgao
do som pelo ambiente fisico do individuo emissor. Assim, tipos de habitats diferentes

terdo bandas ideais de frequéncia diferentes. Portanto, de acordo com a hipotese de
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"selecdo ambiental”, diferencas nas caracteristicas do habitat que afetam propriedades
acusticas diferenciais podem resultar em variacdo interespecifica dos cantos. Uma
abordagem comparativa do canto em grupos filogeneticamente relacionados €
necessaria (Bosch & De La Riva, 2004), sendo a deteccdo de diferencas entre os taxons
devido a essa selecdo divergente (Zimmermann, 1983; Wiley, 1981).

Os Leptodactylidae do género Physalaemus, 45 espécies (Frost, 2012), estdo
distribuidos em sete grupos: P. albifrons, P. cuvieri, P. deimaticus, P. gracilis, P.
henselii, P. olfersii e P. signifer (sensu Nascimento et al., 2005). O grupo P. cuvieri é
formado pelas especies: P. albonotatus (Steindachner, 1864), P. centralis Bokermann,
1962, P. cicada Bokermann, 1966, P. cuqui Lobo, 1993, P. cuvieri Fitzinger, 1826, P.
ephippifer (Steindachner, 1864), P. erikae Cruz & Pimenta, 2004, P. fischeri
(Boulenger, 1890) e P. kroyeri (Reinhardt & Liitken, 1862). Este grupo ocupa &reas de
formacdo abertas como pogas permanentes, pocas temporarias em ambientes de
pastagens e antropicos (Frost, 2012). E um grupo amplamente distribuido desde o Sul
ao norte da América do Sul, no leste da Cordilheira dos Andes da Argentina a
Venezuela, no Cerrado aberto, Caatinga, Chaco e dominios de Llanos (Nascimento et
al., 2005).

As espécies alocadas no grupo P. signifer sdo: P. atlanticus Haddad & Sazima,
2004, P. bokermanni Cardoso & Haddad, 1985, P. caeté Pombal & Madureira, 1997, P.
crombiei Heyer & Wolf, 1989, P. irroratus Cruz, Nascimento & Feio, 2007 P.
maculiventris (Lutz, 1925), P. moreirae (Miranda-Ribeiro, 1937), P. nanus (Boulenger,
1888), P. obtectus Bokermann, 1966, P. signifer (Girard, 1853) e P. spiniger (Miranda-
Ribeiro, 1926) (sensu, Nascimento et al., 2005). Este grupo é distribuido ao longo do
dominio de Mata Atlantica (sensu Ab'Saber, 1977), do estado de Alagoas, no nordeste

do Brasil e Rio Grande do Sul, no sul do Brasil.
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O grupo P. olfersii, reconhecido atualmente (Cassini et al., 2010), é composto
por oito espécies: P. aguirrel Bokermann, 1966, P. insperatus Cruz, Cassini &
Caramaschi, 2008, P. soares lzecksohn, 1965, P. maximus Feio, Pombal &

Caramaschi, 1999, P. olfersii (Lichtenstein & Martens, 1856), P. lateristriga
(Steindachner, 1864), P. feioi Cassini, Cruz & Caramaschi, 2010 e P. orophilus Cassini,

Cruz & Caramaschi, 2010. Ocorrem no Dominio de Mata Atlantica (sensu Ab'Saber,
1977), do estado da Bahia a Santa Catarina, Brasil (Frost, 2012).

O género Physalaemus é formado por espécies cripticas com acentuada
sobreposicdo na morfologia interespecifica. O processo de especiacdo, assim, ndo é
sempre acompanhado por alteragdes morfoldgicas. Portanto, a identificacdo das
espécies baseada exclusivamente nas caracteristicas morfologicas ndo é confiavel
(Barrio, 1965) e o verdadeiro nimero de espécies biologicas pode ser subestimado
quando a determinacdo das espécies é baseada puramente por tracos morfoldgicos
(Bickford et al., 2007).

Neste trabalho descrevemos e comparamos as caracteristicas dos cantos de
anuncio de 28 espécies do género Physalaemus, respondendo as seguintes questdes: )
ha diferencas nos pardmetros bioacusticos em espécies intragenéricas que ocorrem em
habitats diferentes (area aberta e mata)? 1) Qual o grau de similaridade do canto de
anuncio entre as espécies congenericas cripticas? 111) A atual distribui¢do fenotipica do
grupo € corroborada pelos parametros do canto? Assim, a interpretacdo e a
determinacdo dos pardmetros acusticos dos sinais bioacusticos podem fornecer

comparacgdes para uso em estudos das vocaliza¢des de anuros (Robillard et al., 2006).
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Metodologia

Foram analisados os cantos de anuncio de 28 (93%) espécies de trés grupos
taxonémicos, P. cuvieri, P. signifer e P. olfersii, correspondendo a 62% dos anuros do
género Physalaemus. Apenas cantos de P. caeté (grupo P. signifer) e P. insperatus
(grupo P. olfersii) ndo foram incluidos na amostra, devido a auséncia de gravaces em
colecdes e ndo obtencédo de gravagoes nas localidades tipo.

Os resultados das analises bioacusticas das espécies do grupo P. cuvieri foram
agrupados para fins de caracterizar o canto de especies que ocupam area aberta. As
analises dos cantos dos grupos P. olfersii e P. signifer também foram agrupadas
caracterizando as espécies que ocupam area de mata (Fig. 1). Os cantos foram
analisados com base em dez pardmetros acusticos: nimero de notas no canto, presenga
ou ndo de harménicos, frequéncias maxima, minima e dominante, duracdo da nota,
intervalo entre as notas, nimero e duracdo dos pulsos além da taxa da repeticdo da nota
(ou taxa de repeticdo do canto quando o canto apresentar uma nota), adaptados de
Duellman (1970), Wells (1977; 1988), Duellman & Pyles (1983), Ryan (1985),
Duellman & Trueb (1994), Schwartz (1987), Cocroft & Ryan (1995), Gerhardt (1998) e
Ryan (2001).

Os cantos analisados foram cedidos por diferentes pesquisadores (Dr. Carlos
Eduardo Conte, Dr. Adrian Garda, Msc. André Pansonato, Dr. Bruno V. S. Pimenta,
Msc. Carla Santana Cassini, Dr. Célio F. B. Haddad, Dr. Rogério P. Bastos, Dra. Flora
Acuna Junca, Dr. Rodrigo Lingnau, Dra. Luciana Barreto Nascimento, Dr. Michel
Ryan, Dr. Marcelo Filgueiras Napoli, Dr. José Pombal Jr, Dr. Sérigio Potch Carvalho-e-
Silva, Dr. Zaida Tarano, Dr. Raul Manyero e Dr. Daniel Loebmann). Gravacbes da
colecdo sonora I. A. Martins. Todas as espécies com cantos analisados no presente

estudo foram comparadas com informac6es disponiveis na literatura (Bokermann 1966;
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Heyer et al., 1990; Straneck et al., 1993; Ferrari & Vaira 2001; Tarano, 2001; Cruz et
al., 2004; Weber et al., 2005; Cruz et al., 2007; Cassini et al., 2010; Kaefer et al.,
2011).

Os cantos foram digitalizados e analisados no programa computacional Raven
Pro 1.3 (Cornell Bioacoustics Research Program Program — sob licenca do Laboratdrio
de Herpetologia do Depto. Zoologia, 1B, Unesp Rio Claro) com uma frequéncia de
amostragem de 44.1 kHz, 16 bit de resolucdo e canal mono. Foi utilizado filtro de 256
bandas e, quando necessario, a opcdo de 1024 bandas. O sonograma foi analisado com
50% de brilho e 50% de contraste.

Foram registrados as médias e desvios padrdo de cada um dos 10 parametros
bioacusticos, assim como os valores minimos e maximos utilizados para a descri¢do dos
cantos de andncio das 28 espécies.

Para determinar se houve diferenca entre o canto de espécies de area aberta
(espécies do grupo P. cuvieri conjuntamente) e de mata (espécies dos grupos P. signifer
e P. olfersii conjuntamente) foram investigados oito pardmetros bioacusticos, sendo
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) com niveis de significancias p < 0,05 (Zar,
1999), e posteriormente confeccionados graficos Box-Plot para cada parametro
bioacustico. Foram analisadas a frequéncia minima, maxima e dominante além da
duracdo da nota e intervalo entre as notas, duracdo e nimero de pulsos e a taxa de
repeticdo da nota. Os dados foram logaritmizados (Ln) para a adequacdo das premissas
do teste.

O grau de similaridade do canto de andncio entre espécies de area aberta e de
mata foi determinado por meio do método de distancia euclidiana, medida de
dissimilaridade, para os dados de estrutura da nota (quantidade de notas por canto e

presenca de harmonicos), para as frequéncias maxima, minima e dominante
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conjuntamente, para 0s parametros temporais conjuntamente, para a duracdo da nota e
intervalo entre as notas, para a duracdo e numero de pulsos e para todos os parametros
temporais, espectrais e dados da estrutura da nota conjuntamente. Também foi aplicada
a analise de bootstrap para definir os agrupamentos validos. As analises foram
realizadas em programa computacional utilizando o método de média ndo ponderada
para construcdo do dendrograma (Krebs, 1999). Os dados foram padronizados. Para as
analises de similaridade ndo foi usada a taxa de repeticdo da nota por insuficiéncia de
numero amostral.

Os graficos Box-plot foram construidos com todas as espécies para demonstrar
as variagOes dos valores da frequéncia dominante, duragdo da nota, intervalo entre as
notas, nimero de pulsos, duracdo dos pulsos e da taxa de repeticdo das notas

separadamente.

Resultados

As andlises dos cantos de anuncio (Tab. I) apresentaram diferencas significativas
entre os trés grupos estudados nos oito pardmetros bioacusticos: frequéncias minima
(Fe2: 1066y = 191,6; p = 0,00), maxima (F. 1062) = 184,4; p = 0,00), e dominante (F(; 1065)
= 26,9; p = 0,00), duragéo da nota (F: 1006) = 74,23; p = 0,00), intervalo entre as notas
(F(2; 1048) = 15,94; p = 0,00), nimero de pulsos (F: s2) = 88,63; p = 0,00), duragéo dos
pulsos (F; 1006) = 73,52; p = 0,00) e taxa de repeticéo (F; 151y = 5,18; p = 0,01) (Fig. 2).
Os cantos das espécies do grupo P. cuvieri ndo apresentaram diferencas do grupo P.
signifer nos parametros: frequéncia dominante (p = 0,69) e taxa de repeticdo da nota (p
= 0,24) e; do grupo P. olfersii nos parametros: frequéncia maxima (p = 0,12), intervalo
entre as notas (p = 0,27) e duracdo dos pulsos (p = 0,051). Todos os parametros dos

cantos do grupo P. olfersii e P. signifer foram significativamente diferentes. Os
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parametros frequéncia minima e duragdo da nota segregaram os trés grupos de espécies
estudados (Fig. 2).

A estrutura da nota (nUmero de notas no canto e presenca de harmonicos) disp6s
as espécies em quatro agrupamentos: 1) P. albonotatus, P. centralis, P. cuqui, P. cuvieri,
P. ephippifer, P. erikae, P. fischeri, P. kroyeri, P. crombiei, P. signifer, P. spiniger, P.
maximus e P. aguirrei (Fig. 3) emitindo canto formado por uma nota com harménico,
sendo aproximadamente 67% dessas espécies de area aberta (93% do total das espécies
de area aberta do grupo P. cuvieri); 1) P. angrensis, P. atlanticus, P. camacan, P.
maculiventris, P. moreirae, P. lateristriga, P. olfersii e P. soaresi com canto formado
por uma nota sem harmonico, agrupamento com 100% de espécies de mata (42% do
total das espécies estudadas de area mata); Ill) P. bokermanni, P. orophilus, P.
irroratus, P. feioi e P. obtectus, também formado 100% por de espécies de mata (26%
do total das espécies estudadas de area de mata) com cantos formados por mais de uma
nota e sem a presenca de harménico e IV) P. cicada e P. nanus, espécies que ocorrem
em areas diferentes (&rea aberta e floresta, respectivamente) com canto formado por
mais de uma nota com a presenca de harmonico (Fig. 3).

A similaridade dos cantos em relacdo aos parametros espectrais (frequéncias
méaxima, minima e dominante) forma um agrupamento que emitem cantos de 0,29 a
4,67 kHz de frequéncia (faixa de frequéncia mais baixa), separados em dois grupos (Fig.
4, 5a): 1) P. albonotatus, P. kroyeri, P. cuqui, P. erikae e P. aguirrei com frequéncia
dominante entre 2,5 e 3,07 kHz (frequéncia dominante alta) (Fig. 5b) e Il) P. centralis,
P. moreirae, P. cuvieri, P. ephippifer e P. fischeri com frequéncia dominante entre 0,68
e 2,03 kHz (frequéncia dominante baixa) (Fig. 5b). Outro agrupamento emite canto com
frequiéncias entre 0,59 a 5,04 kHz (faixa de frequéncia mais alta), separado também em

dois grupos (Fig. 4, 5a), um formado por aproximadamente 85% das espécies de mata:
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I1l) P. angrensis, P. atlanticus, P. crombiei, P. maculiventris, P. camacan, P. obtectus,
P. signifer, P. maximus, P. nanus, P. spiniger, P. lateristriga, P. irroratus e P. olfersii
com frequéncia dominante entre 0,75 e 2 kHz (frequéncia dominante baixa), (Fig. 5b) e
IV) P. orophilus, P. cicada, P. soaresi, P. bokermanni e P. feioi com frequéncia
dominante entre 2,48 e 3,31 kHz (frequéncia dominante alta) (Fig. 5b). Cerca de 90%
das espécies do grupo P. cuvieri apresentaram faixa de frequéncia mais baixa. O grupo
P. signifer apresentou cerca de 85% das espécies com faixa de frequéncia mais alta do
canto. O grupo P. olfersii emitiu cantos com faixa de frequéncia alta. A frequéncia
dominante baixa do canto agrupou cerca de 65% das espécies (85% do grupo P.
signifer), as demais espécies (35%) emitiram cantos com frequéncia dominante alta.

A similaridade entre a duracdo da nota e o intervalo entre as notas agruparam as
espécies em (Fig. 6): 1) P. maximus, P. olfersii, P. lateristriga, P. cuqui, P. albonotatus
e P. soares apresentando notas com duragéo de 1,4 a 3,32 segundos (notas longas) (Fig.
7a); 1) P. erikae, P. spiniger, P. nanus, P. maculiventris e P. ephippifer com duragéo de
nota de 0,2 a 0,59 segundos (notas com dura¢do intermediarias), ambos 0s
agrupamentos com intervalo entre as notas de 1,7 a 9,17 segundos (intervalo longo entre
as notas) (Fig. 7b); 111) P. obtectus, P. irroratus, P. bokermanni, P. orophilus, P. feioi e
P. cicada com duragéo das notas de 0,01 a 0,3 segundos (notas de curta duracao); 1V) P.
kroyeri, P. aguirrei, P. cuvieri, P. fischeri, P. camacan, P. atlanticus, P. signifer, P.
moreirae, P. angrensis, P. crombiel, P. centralis com duracdo da nota de 0,3 a 0,91
segundos (notas de duracdo intermediaria) (Fig. 7a). Ambos 0s agrupamentos com
intervalo entre as notas de 0,03 a 1 segundo (intervalo curto entre as notas) (Fig. 7b).
(Fig. 6). Cerca de 85% das espécies do grupo P. signifer emitiram notas com intervalo
curto entre elas, com notas curtas ou de duracdo intermediaria. Cerca de 60% do grupo

P. olfersii emitiu cantos com notas longas e com longo intervalo entre as notas. No
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grupo P. cuvieri, cerca de 60% das espécies emitiram notas com duracao intermediaria e
curto intervalo entre as notas.

Analisando a duracdo dos pulsos e nimero de pulsos da nota, as espécies foram
dispostas em quatro agrupamentos (Fig. 8): 1) P. orophilus, P. irroratus, P. feioi, P.
obtectus, P. cicada e P. bokermanni, com 9 até 21 pulsos por nota (pequeno numero de
pulsos); 1) P. centralis, P. ephippifer, P. spiniger, P. cuvieri, P. aguirrei, P. erikae, P.
fischeri, P. kroyeri, P. signifer e P. camacan, com 49 a 267 pulsos por nota (nimero
intermediario de pulsos); I111) P. cuqui, P. maximus, P. albonotatus, P. lateristriga e P.
olfersii, com 387 a 712 pulsos por nota (grande numero de pulsos) (Tab. I e fig. 9b).
Esses trés agrupamentos apresentam duracdo dos pulsos com 0,002 até 0,005 segundos
(pulsos curtos) (Fig. 9a). As espécies com duracdo dos pulsos de 0,005 a 0,2 segundos
(pulsos longos) formaram o Gltimo agrupamento (Fig. 8): IV) P. angrensis, P. moreirae,
P. maculiventris, P. crombiei e P. nanus com 8 a 29 pulsos por nota (baixo nimero de
pulsos) (Fig. 9b). As espécies P. atlanticus e P. soaresi ndo entraram em nenhum
agrupamento, emitindo canto com a duragdo dos pulsos de 0,12 a 0,001 segundos e
namero de pulsos de 81 e 1390 por nota, respectivamente (Fig. 8). Em 100% das
espécies do grupo P. olfersii os pulsos foram curtos e 0 nimero de pulsos por nota foi
alto ou intermediario. O grupo P. signifer emitiu notas com pulsos longos e baixo
numero de pulsos por nota (42% das espécies do grupo). As demais espécies do grupo
(58%) apresentam notas com pulsos curtos e niamero de pulsos baixo a intermediario.
Em 100% das espécies do grupo P. cuvieri emitiram notas com pulsos curtos e cerca de
70% com numero intermediario de pulsos por nota.

Os agrupamentos formados pela analise da estrutura da nota e dos parametros
espectrais e temporais conjuntamente (Fig. 10) foram: I) P. soaresi, P. lateristriga, P.

olfersii, P. maximus, P. albonotatus, P. cuqui e P. erikae apresentaram canto com faixa
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de frequéncia entre 0,31 a 4,3 kHz e frequéncia dominante entre 0,75 a 2,77 kHz, notas
com duracdo de 1,4 a 3,32 segundos e intervalo entre as notas de 2,28 a 9,17segundos,
com 266 a 1390 pulsos cada nota com 0,001 até 0,005 segundos de duragdo cada pulso;
I) P. centralis, P. cuvieri, P. aguirrei, P. kroyeri, P. fischeri, P. camacan, P. signifer,
P. ephippifer, P. spiniger e P. maculiventris, canto com faixa de frequéncia entre 0,29 e
4,67 kHz e frequéncia dominante entre 0,68 e 3,07 kHz, notas com duracéo de 0,23 a
0,72 segundos e intervalo entre as notas de 0,32 a 4,92 segundos, com 49 a 267 pulsos
cada nota com 0,002 até 0,006 segundos de duracdo cada pulso; I1l) P. angrensis, P.
moreirae, P. crombiei, P. nanus e P. atlanticus, apresentaram canto com faixa de
frequéncia entre 0,42 a 3,28 kHz e frequéncia dominante entre 1,12 a 1,93 kHz, com
duragdo da nota de 0,2 a 0,91 segundos e intervalo entre as notas de 0,46 a 2,35
segundos, com 8 a 81 pulsos por nota e duragdo dos pulsos de 0,005 a 0,2 segundos; 1V)
P. orophilus, P. cicada, P. bokermanni, P. irroratus, P. feioi e P. obtectus com faixa de
frequéncia entre 1,02 a 5,04 kHz e frequéncia dominante entre 1,21 a 3,31 kHz, com
duragdo da nota de 0,01 a 0,05 segundos e intervalo entre as notas de 0,02 a 0,2
segundos com 9 a 21 pulsos por nota e duragdo de 0,002 a 0,005 segundos (Fig. 10). O
agrupamento | retne cerca de 60% das espécies do grupo P. olfersii. O agrupamento Il
retine 60% das espécies do grupo P. cuvieri e o0 agrupamento Il retine cerca de 45% das
espécies do grupo P. signifer. Alguns pares de espécies tiveram cantos similares: P.
felol e P. orophilus, P. camacan e P. signifer, P. angrensis e P. moreirae, P.
albonotatus e P. cuqui, P. lateristriga e P. olfersii. Todos esses pares sdo formados por
espécies do mesmo grupo taxonémico, sendo que apenas P. kroyeri e P. aguirrei

formam pares de grupos distintos (grupo P. cuvieri e P. olfersii, respectivamente).
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Discusséo

As espécies do grupo P. cuvieri ttm ampla distribuicdo em ambientes abertos e
antropofizados, sendo que algumas espécies ocupam também areas de mata como P.
fischeri e P. ephippifer (Floresta Amazonica) e P. cuvieri (Mata atlantica). Ja os grupos
P. olfersii e P. signifer sdo espécies exclusivas de ambiente de mata (Mata Atlantica)
(Frost, 2012).

Na anélise da influéncia do habitat nos parametros bioacusticos do canto
de anuncio, nossos resultados mostram uma maior diferenca do canto entre os dois
grupos com especies de ambiente de mata e, maior semelhanga entre os cantos do grupo
com espécies de area aberta e 0s grupos com espécies de ambiente de mata. Os
parametros bioacusticos do canto de anuncio das espécies do género Physalaemus,
individualmente, ndo sofrem influéncia do tipo de habitat ocupado pelas espécies. O
comportamento reprodutivo, caracteristico do grupo, pode influenciar os parametros
bioacusticos do canto nessas espécies ao minimizar os possiveis efeitos ambientais. Os
cantos de espécies com reproducdo explosiva podem ser mais adaptados a determinadas
condigBes ambientais, respondendo somente a curtas variaveis climaticas restritas ao
periodo reprodutivo (Ossen & Wassersug, 2002).

Mas, apesar da falta de correlacéo entre os parametros bioacusticos e 0s habitats,
as espécies de area aberta emitem canto de andncio em uma faixa de frequéncia mais
baixa, com duracdo de nota intermediaria e curto intervalo entre as notas em relacdo aos
cantos de espécies de ambiente de mata. Ainda, a nota apresenta nimero intermediario
de pulsos, sempre de curta duracdo. A plasticidade nos valores dos parametros
bioacusticos é encontrada nos cantos de anuncio das espécies de ambiente de mata.
Estes emitem cantos de anuncio em uma faixa de frequéncia mais alta, com notas e

pulsos de curta e longa duracdo e maior intervalo entre as notas.
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Para 0 sucesso reprodutivo da maioria dos anuros os sons por eles emitidos
necessitam sobressair em um ambiente sonoro bastante diversificado (Duellman &
Pyles, 1983; Cardoso & Martins, 1987). A recepc¢do dos sinais acusticos é afetada pelas
caracteristicas fisicas do habitat e pela interferéncia de espécies sintopicas e sincronicas
(Duellman & Pyles, 1983). Passmore (1981) demonstrou que as vocalizacbes com
freqiiéncias abaixo de 4,0 kHz apresentam uma melhor transmisséo, tendo um alcance a
distancias mais longas. Segundo Duellman & Pyles (1983), frequéncias abaixo de 4,0
kHz sdo mais efetivas na comunicacdo dos anuros em ambientes complexos. Sons de
frequéncias altas, acima de 4,5 kHz, sdo menos favorecidos para sua propagagdo a
distancia (Gerhardt, 1994). Nos Physalaemus, os cantos de frequéncia mais baixa
podem sim auxiliar a propagacdo do som a longas distancias, mas, em espécies de
ambiente menos complexo (area aberta).

Dois aspectos do canal de comunicacdo sonora podem influenciar a estrutura
temporal de um sinal no receptor. Primeiro, um sinal de propagagdo pode atingir o
receptor através de varios caminhos, devido a reflex&o, reverberacdo e espalhamento
das ondas sonoras a partir de objetos no ambiente ou do vento e da turbuléncia
atmosférica (Richards & Wiley, 1982). Quanto maior for a "desordem do habitat",
maior é o efeito sobre a estrutura temporal de um sinal no receptor. Em segundo lugar,
os sinais de diferentes animais (membros da mesma espécie e heterospecificos) podem
chegar ao mesmo tempo ao receptor. Quanto maior for a "desordem de sinal”, maior é o
efeito sobre a estrutura temporal do sinal receptor (Romer & Lewald, 1992; Forrest
1994). Assim, essa hipdtese que “desordem do habitat” gera “desordem de sinal” pode
nos auxiliar no entendimento da plasticidade nos pardmetros bioacusticos encontrada
nos cantos de andncio das espécies de ambiente de mata. Esses efeitos ambientais levam

a uma previsdo sobre a codificacdo do sinal ideal em diferentes habitats, com baixa
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frequéncia na taxa de pulso prevalente em florestas e frequéncia alta da taxa de pulso
em éareas abertas (Ryan, 1988).

Desde os primeiros trabalhos de Morton (1975), estudos apontam a dependéncia
da frequéncia de propagacao em ambientes especificos. Os sinais dos anuros podem ser
caracterizados pela sua frequéncia e, geralmente estdo confinados a uma regido
particular ou espectral do canal de comunicacdo (Littlejohn 1977; Martins & Jim 2003;
2004; Silva et al., 2008). O ruido, a absorcdo da frequéncia pelo meio e a filtragem
causados pelo ambiente podem afetam as caracteristicas espectrais da comunicacgdo
(Forrest, 1994). Os ambientes agem como filtros, pois certas frequéncias propagam
melhor do que outras em determinados tipos de héabitats, como é apresentado em nosso
estudo para as espécies de Physalaemus. Estas faixas de frequéncias tém sido chamadas
de "canais acusticos" (Martins, et al., 2006).

Os cantos de anuncio dos Physalaemus estudados sdo constituidos por quatro
tipos de estruturas: nota simples com ou sem estrutura harmonica e, notas repetitivas
podendo ter ou ndo estrutura harmonica. Os cantos assoviados sdo emitidos tanto por
espécies de area aberta quanto espécies de mata e cantos trinados foram emitidos por
espécies, em sua maioria, de ambiente de mata. Segundo Brandon & Seah (2008) €
possivel que cantos trinados sejam mais favorecidos em habitats fechados (atenuacgao
mais consistente), enquanto que nos habitats abertos (atenuagdo mais inconsistente),
assovios afinados sdo mais adaptativos. Os dados para os Physalaemus contrapdem essa
idéia proposta para os sinais bioacusticos de ortdpteros.

Contudo, apesar da alta semelhanga morfoldgica dessas espécies congenéricas, 0
canto de anuncio das espécies analisadas diferiu os trés grupos taxondmicos do género
Physalaemus com diferencas significativas em todos os parametros bioacusticos

estudados, sendo a frequéncia minima e a duracdo da nota os parametros que
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segregaram completamente os trés grupos. O canto mais emitido entre as espécies foi o
canto simples e a presenca de estrutura harmonica na nota foi encontrada em 50% dos
cantos das espécies. Além disso, os parametros espectrais do canto de anuncio
revelaram que apenas 25% das espécies ndao foram agrupadas aos seus respectivos
grupos taxondmicos (sensu Nascimento et al., 2005) e, em relacdo aos parametros
temporais do canto, entre 21 e 32% das espécies ndo foram agrupadas aos seus
respectivos grupos taxonémicos (sensu Nascimento et al., 2005). Entdo, € simples a
relacio entre 0s parametros bioacusticos nesse grupo que usa Mmecanismos
estereotipados de producdo de som (Cocroft & Ryan, 1995; Martins & Jim 2003; 2004).
Esses resultados aparecem devido a proximidade filogenética, pois sdo espécies que
compartilham caracteristicas morfol6gicas como resultado da ancestralidade em comum
(Cocroft & Ryan, 1995; Gerhardt & Huber, 2002). O tamanho do corpo é um fator
importante na emissdo do canto (Sullivan & Walsberg, 1985; Forester & Czarnowsky,
1995; Silva et al., 2008). Portanto, é possivel que fatores filogenéticos atuem nos
parametros do canto de andncio limitando o espaco bioacustico (Ryan, 1988; Ron et al.,
2006).

Determinados parametros do canto podem conter um forte sinal filogenético
(Robillard et al., 2006), como a estrutura da nota, a frequéncia minima e a duracdo da
nota, por estarem diretamente relacionados com o reconhecimento especifico. Também,
outros pardmetros como a faixa de frequéncia e, parametros temporais como a duracéo e
namero de pulsos por nota refletem também as condigdes ambientais. Deste modo, este
tipo de sinal sonoro ndo é estritamente comportamental, mas, sim, constituem um
produto final dos processos evolutivos dos cantos de anuros (Robillard et al., 2006).

Nossos dados, bem como estudos experimentais de acustica e habitat, apdiam a

hipdtese de que algumas diferencas em cantos de espécies de habitats diferentes é
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resultado de selecdo ambiental na estrutura do canto para aumentar a eficiéncia da
transmissdo. Mas, em espécies congenéricas, o canto também sofre forte influéncia
filogenética, podendo também fornecer homologias robustas para uso em estudos
comparativos das vocalizagcbes de anuros e para derivar e testar hipdteses
evolucionistas, produzindo informacgdes filogenéticas consistentes (Robillard et al.,
2006). Mas, para extrair estas informac6es filogenéticas, é necessaria a polarizacdo dos
dados através de comparagdes com um grupo externo.

A delimitacdo dos parametros bioacusticos para mostrar caracteristicas dos
ancestrais e das possiveis adaptacGes ambientais € necessaria para fornecer informagoes
taxondmicas das espécies de anuros (Bickford et al., 2007). Sendo assim, a descri¢do do
canto de anancio é importante tanto para estudos envolvendo taxonomia quanto para
ecologia comportamental (Martino & Sinschi, 2002). Estudos futuros com outros
grupos congenericos e sua comparagdo com grupos externos podem esclarecer melhor

os fatores que influenciam o canto e relaciona-los as filogenias dos grupos de anuros.

Conclusoes

Ndo houve influéncia do habitat nos parametros bioacusticos do canto de
anuncio das espécies do género Physalaemus. Houve, sim, uma forte influéncia
filogenética entre essas espécies congenéricas, mostrando que este pode ser um
importante sinal na interpretacdo da evolucdo do canto entre as espécies de anuros.
Sendo assim, a descrigdo dos cantos é importante para estudos envolvendo taxonomia.
A influéncia do habitat no canto foi restrita a diferencas na faixa de frequéncia emitida
pelas espécies, a utilizacdo de harmonicos pelas espécies de area aberta e a maior
amplitude nos valores temporais em espécies de ambiente de mata. Nossos dados

apoiam a hipdtese de que algumas diferencas em cantos entre habitats diferentes sejam
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resultado de selecdo ambiental na estrutura do canto para aumentar a eficiéncia da
transmissdo. Mas, em espécies congenéricas, 0 canto também sofre forte influéncia
filogenética, podendo também fornecer homologias robustas para uso em estudos
comparativos das vocalizagdes de anuros e para derivar e testar hipoteses evolucionistas

produzindo informac6es filogenéticas consistentes.
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Figuras

Figura 1 — Mapa da América do Sul com a distribuicdo de
ocorréncia das nove espécies do grupo Physalaemus cuvieri
(vermelho — &rea aberta) e das 19 espécies dos grupos P. signifer
e P. olfersii (azul — &rea de mata). Fonte: IUCN Red list website.

89
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Figura 2 — Analise de variancia (ANOVA) de espécies do grupo P. cuvieri de &rea aberta (AA), grupo P. olfersii
(MA) e grupo P. signifer (MAS) espécies de mata de oito parametros bioacusticos: a) frequéncia minima, b)
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frequéncia maxima, c) frequéncia dominante, d) duragdo da nota, €) intervalo entre as notas, f) nimero de pulsos,
g) duracdo dos pulsos e h) taxa de repeti¢éo.
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Figura 3 — Similaridade entre as estruturas das notas: canto formado por uma ou mais de
uma nota e presenca ou nao de harmdnicos dos cantos de andncio de 28 espécies do género
Physalaemus: P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P. cic — P. cicada, P. cuq — P.
cuqui, P. cuv — P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. fis — P. fischeri, P.
kro — P. kroyeri, P.ang — P. angrensis, P. atl — P. atlanticus, P. bok — P. bokermanni, P. cam
— P. camacan, P. cro — P. crombiei, P. mac — P. maculiventris, P. mor — P. moreirae, P. nan
— P. nanus, P. obt — P. obtectus, P. sig — P. signiger, P. spi — P. spiniger, P. agu — P.
aguirrei, P. fei — P. feloi, P. irr. — P. irroratus, P. lat — P. lateritriga, P. max — P. maximus,
P. oro — P. orophylus e P. soa — P. sparesi. * espécies de area aberta. Bootstrap 1000
replicac@es. (coef. corr. = 0,97).
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Figura 4 — Similaridade entre os parametros espectrais: frequéncias maxima, minima e dominante dos
cantos de anuncio de 28 espécies do género Physalaemus: P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P.
cic — P. cicada, P. cug — P. cuqui, P. cuv — P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. fis — P.
fischeri, P. kro — P. kroyeri, P.ang — P. angrensis, P. atl — P. atlanticus, P. bok — P. bokermanni, P. cam —
P. camacan, P. cro — P. crombiei, P. mac — P. maculiventris, P. mor — P. moreirae, P. nan — P. nanus, P.
obt — P. obtectus, P. sig — P. signiger, P. spi — P. spiniger, P. agu — P. aguirrei, P. fei — P. feioi, P. irr. — P.
irroratus, P. lat — P. lateritriga, P. max — P. maximus, P. oro — P. orophilus e P. soa — P. soaresi. *
espécies de area aberta. Bootstrap 1000 replicacGes. (coef. corr. = 0,83).
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Figura 5 — a) faixa de frequéncia e b) frequéncia dominante dos cantos de antncio de 28 espécies do
género Physalaemus. P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P. cic — P. cicada, P. cuq — P.
cuqui, P. cuv — P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. fis — P. fischeri, P. kro — P.
kroyeri, P.ang — P. angrensis, P. atl — P. atlanticus, P. bok — P. bokermanni, P. cam — P. camacan, P.
cro — P. crombiei, P. mac — P. maculiventris, P. mor — P. moreirae, P. nan — P. nanus, P. obt — P.
obtectus, P. sig — P. signiger, P. spi — P. spiniger, P. agu — P. aguirrei, P. fei — P. feioi, P. irr. — P.
irroratus, P. lat — P. lateritriga, P. max — P. maximus, P. oro — P. orophilus e P. soa — P. soaresi. *
espécies de area aberta.
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Figura 6 — Similaridade entre a duracdo e intervalo entre as notas dos cantos de anincio de 28 espécies
do género Physalaemus: P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P. cic — P. cicada, P. cuq — P.
cuqui, P. cuv — P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. fis — P. fischeri, P. kro — P.
kroyeri, P.ang — P. angrensis, P. atl — P. atlanticus, P. bok — P. bokermanni, P. cam — P. camacan, P.
cro — P. crombiei, P. mac — P. maculiventris, P. mor — P. moreirae, P. nan — P. nanus, P. obt — P.
obtectus, P. sig — P. signiger, P. spi — P. spiniger, P. agu — P. aguirrei, P. fei — P. feioi, P. irr. — P.
irroratus, P. lat — P. lateritriga, P. max — P. maximus, P. oro — P. orophilus e P. soa — P. soaresi. *
espécies de area aberta. Bootstrap 1000 replicacdes. (coef. corr. = 0,89).
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Figura 7 — a) duracdo da nota e b) intervalo entre as notas dos cantos de anuncio de 28 espécies do género
Physalaemus. P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P. cic — P. cicada, P. cuq — P. cuqui, P. cuv —
P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. fis — P. fischeri, P. kro — P. kroyeri, P.ang — P.
angrensis, P. atl — P. atlanticus, P. bok — P. bokermanni, P. cam — P. camacan, P. cro — P. crombiei, P.
mac — P. maculiventris, P. mor — P. moreirae, P. nan — P. nanus, P. obt — P. obtectus, P. sig — P. signiger,
P. spi — P. spiniger, P. agu — P. aguirrei, P. fei — P. feioi, P. irr. — P. irroratus, P. lat — P. lateritriga, P.
max — P. maximus, P. oro — P. orophiluse P. soa — P. soaresi. * espécies de area aberta.
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género Physalaemus: P. alb — P. albonotatus, P. cen — P. centralis, P. cic — P. cicada, P. cug — P.
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Resumo

Nos anuros, a emisséo de sinais acusticos envolve 0s mesmos mecanismos de
producdo, e as variagbes sdo restritas ao tamanho e forma das estruturas comuns.
Contudo, os sinais bioacusticos podem ndo responder da mesma forma a selecao
natural, mesmo em espécies congenéricas de anuros. Nosso objetivo foi comparar e
sinalizar os padrbes de evolucdo nos parametros espectrais e temporais do canto de
anuncio para os trés taxons de espécies de anuros do género Physalaemus. N0ssos
dados demonstram que os parametros espectrais do canto evoluem similarmente nos trés
grupos, com gradual decréscimo nas frequéncias dos cantos entre a espécie basal e as
espécies terminais. Todos 0s parametros espectrais apresentaram-se mais conservadores
tendo forte influéncia filogenética, assim como parametros temporais das espécies que
ocorrem em mata (grupos P. signifer e P. olfersii). Os parametros do canto sdo mais
conservativos ou mais similares entre espécies proximas. Esses parametros podem estar
mais relacionados a caracteres morfoldgicos que influenciam diretamente o canto, como
o tamanho corporal e a estrutura da laringe. Ja para as espécies de &rea aberta do grupo
P. cuvieri, os pardmetros temporais como duracdo e taxa de repeticdo da nota
mostraram divergéncia. Os parametros temporais, com valores mais flexiveis, sdo
influenciados por fatores ambientais ou condi¢cGes de comportamento social. Em
ambientes abertos 0s parametros temporais bioacusticos necessitam percorrer longas
distancias em relacdo a ambientes fechados, onde espécies de anuros utilizam
comunicacdo a curtas distancias. Entretanto, sd80 necessarios mais estudos para
determinar se outros fatores estdo influenciando a evolugéo do canto de andncio.
Palavras-chave: vocalizacdo, filogenia, caracteres comportamentais, espécies cripticas,

parametros espectrais, parametros temporais.
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Abstract

In the anurans, the acoustic signals emission involves the same production
mechanisms, and the variations are limited to size and shape of ordinary structures.
However, the bioacoustic signals may not respond to the natural selection in the same
manner, even in congeneric anuran species. Our goal was to compare and analyze the
transformations in temporal and spectral parameters of advertisement calls for the three
taxa of Physalaemus genus. Our data showed that the calls spectral parameters evolved
similarly within the three groups, with gradual diminishment in call frequency between
basal and terminal species. All spectral parameters were more conservative having
strong phylogenetic influence, as the temporal parameters for forest distribution species
(groups P. signifier and P. olfersii). These call parameters are more conservative, or
more similar, between close species. These parameters may be more related to
morphological features than directly influence cantus such as body size and larynx
structure. On the other hand, in the open area species of P. cuvieri group, temporal
parameters such as note length and note frequency showed divergence. The temporal
parameters, with more flexible values, are influenced by environmental factors or social
behavior conditions. In wide, open areas habitats, the bioacoustics temporal parameters
may need to reverberate through long distances when compared to closed environments,
where certain species make use of short distances communication. However, further
studies are required in order to determine if other factors affect advertisement call
evolution.
Keywords: vocalization, phylogeny, behavioral characters, cryptic species, spectral

parameters, temporal parameters
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Introducéo

Muitos animais dependem de comunicacao acustica para o0 sucesso reprodutivo e
sobrevivéncia. Os estudos de laboratério e de campo mostraram a importancia dos
sinais de comunicacdo para a selecdo natural e, mais amplamente, para a evolucdo e
diversificacdo de taxons (Whitman, 1899; Lorenz, 1941; Tinbergen, 1959; Huxley,
1966, Brooks & McLennan, 1991; Cocroft & Ryan, 1995; Gerhardt & Huber, 2002). Os
caracteres comportamentais podem ser definidos como quaisquer outros caracteres
morfologicos ou moleculares, apresentando os mesmos problemas e requisitos (Wenzel,
1991; Greene, 1994; Grandcolas et al., 2001; Brooks e McLennan, 2002; Stuart et al.,
2002; Desutter-Grandcolas & Robillard, 2003; Desutter-Grandcolas et al., 2003).

Os padrdes de evolugdo comportamental foram um foco importante no inicio da
etologia e muitas destas literaturas mostram a interagdo entre comportamento e
sistemética, lancando as bases para uma tradicdo de estudos comparativos na evolugédo
do comportamento (Whitman, 1899; Milne & Milne, 1939; Lorenz, 1941; Spieth, 1947;
Tinbergen, 1959; Johnsgard, 1961; Evans, 1962; Van Tets, 1965; Huxley, 1966; Otte,
1970). Muito deste interesse foi motivado pela falta de uma estrutura filogenética
adequada, o que pode representar problemas em estudos comparativos. Sem
informacdes sobre a filogenia ndo era possivel estimar o nimero verdadeiro de eventos
evolutivamente independentes. Assim, tamanhos de amostras podem ser superestimados
e conclusdes basearem-se em inferéncia estatistica inadequada (Ridley, 1983;
Felsenstein, 1985). Recentemente, cresceu o0 interesse entre 0s ecologistas
comportamentais na conducdo de estudos comparativos dentro de um contexto
explicitamente filogenético (Brooks & McLennan 1991; Cocroft & Ryan, 1995; Vences

et al., 2003; Robillard et al., 2006).
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Conjuntamente com o desenvolvimento de métodos mais confiaveis de
reconstrucdo filogenética e a utilizacdo de filogenia para testar hipoteses evolucionarias,
uma abordagem comparativa € utilizada para extrapolar resultados populacionais na
comunicagdo acustica, geralmente, otimizando os caracteres do sinal bioacustico e
posteriormente comparando os padrdes de transformacgdo sobre a filogenia (Basolo,
1990; 1995; Ryan & Rand, 1993). Em esséncia, esses estudos procuram interpretar a
historia evolutiva (e.g., homologias, homoplasias, ponto de origem, sequéncia de
transformacdo) e o contexto adaptativo (associacdo/correlacdes entre caracteres) de
caracteres morfologicos e comportamentais, tendo como base hipoteses filogenéticas
(topologias) e dados interespecificos (Maddison & Maddison, 1992; Diniz-Filho, 2000;
Autumn, et al., 2002, Brooks & McLennan, 2002; Grandcolas & D’Haese, 2003). A
série de transformac&o dos caracteres com melhor suporte (mais parcimoniosa) pode ser
determinada em relacdo a uma dada topologia por procedimentos de otimizacdo com
andlises estatisticas ou de maneira puramente qualitativa em decorréncia da caréncia de
dados interespecificos e/ou topologias (Harvey & Pagel, 1991; Maddison & Maddison,
1992; Brooks & McLennan, 2002). Além disso, o sinal filogenético de caracteres
comportamentais pode ser utilizado também no estabelecimento de inter-relagdes
filogenéticas (De Queiroz & Wimberger, 1993; Brooks & McLennan, 2002; Grant et
al., 2006).

O comportamento de vocalizacdo e o sistema sensorial desenvolvido na
percepcdo do canto foram extensivamente estudados, tornando-se um dos melhores
modelos de sistema de compreensdo da comunicagdo animal (Vielliard, 1983; Fritzsch
et al., 1988; McClelland et al., 1996; Wilczynski et al., 2001; Gerhardt & Huber, 2002;
Gridi-Papp et al., 2006). Nesse contexto, os sinais bioacusticos dos anuros constituem

bons padrbes de comportamento para estudos comparativos (Wells, 2007).
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Na maioria das familias de anuros, o sistema do canto envolve 0s mesmos
mausculos, cartilagens e membranas, e a maioria das variacdes € restrita ao tamanho e
forma das estruturas comuns (Trewavas, 1933; Schmid, 1976; Gridi-Papp et al., 2006).
Cada emissao sonora corresponde a um ciclo de inalagdo-exalacdo. O mecanismo basico
de producdo de som é semelhante na maioria dos anuros e consiste em um mecanismo
de respiracdo modificada (Martin & Gans, 1972; Schneider, 1988), com algumas
excecOes da familia Pipidae (Rabb, 1960; Yager, 1992, Tobias, 1994; Fernandes, 2010).
A nociao de ’nota”, que se refere a quantidade total de energia do som gerada durante
um unico ciclo de fluxo de ar (McLister et al., 1995), é uma unidade bioacustica
apropriada para usar ao comparar a producdo de som em anuros. Contudo, as nota e
outros sinais bioacusticos podem ndo responder da mesma forma a selecdo natural,
mesmo em espécies estreitamente relacionadas entre anuros. Como discutido por
McLister et al. (1995), McLister (2001) e Gridi-Papp (2003), a estrutura do canto de
anuros pode corresponder uma Unica nota ou uma repeticdo de notas. Além disso, as
notas podem ser moduladas em amplitude, frequéncia ou em ambos (Martin, 1971). E,
portanto, simples a relacdo entre os sinais bioacusticos em determinados grupos que
usam mecanismos estereotipados de producdo de som (Cocroft & Ryan, 1995).

Os estudos relacionados ao género Physalaemus desenvolvido por Nascimento
et al. (2005) resultou em uma revisao taxondmica dos géneros Physalaemus, Eupemphix
e Engystomops. Os anuros, do género Physalaemus Fitzinger, 1826 pertencente a
familia Leptodactylidae (Pyron & Wiens, 2011) é formado por 45 espécies cripticas
separadas em sete grupos: P. albifrons, P. cuvieri, P. deimaticus, P. hensdlii, P. gracilis,
P. olfersii, P. signifer, diferenciados a partir de caracteres morfoldgicos, osteoldgicos e
de coloracdo da pele (Nascimento et al., 2005). Ha trabalhos que relacionam as espécies

de Engystomops quanto a sua filogenia (Heyer 1974; 1975; Cannatella & Duellman
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1984; Cannatella et al., 1998; Tarano & Ryan 2002; Ron et al., 2006), inclusive com o
uso de aloenzimas (Cannatella et al., 1998) e sugerem que o0 género possui dois grupos
monofiléticos: o grupo Physalaemus pustulosus (atual género Engystomops) e as demais
espécies de Physalaemus; bem como ha incerteza sobre a monofilia do género (Grant et
al., 2006; Pyron & Wiens, 2011). Além disso, alguns trabalhos demonstram a
proximidade dos Physalaemus com o género Pseudopaludicola (Barrio, 1965; Ron et
al., 2006; Pyron & Wiens, 2011) dentro da familia Leptodactylidae (Pyron & Wiens,
2011).

No presente estudo, focamos as analises do canto de anuncio de trés grupos de
espécies diretamente relacionadas de Physalaemus. Nosso primeiro objetivo foi
comparar e sinalizar as transformagdes nos parametros espectrais e temporais do canto
para os trés taxons conjuntamente e, em segundo lugar, projetar a filogenia baseada em
todos os caracteres bioacusticos para cada taxon. Com tratamentos filogenéticos e a
otimizacdo dos caracteres com auxilio de um grupo externo, é possivel examinar seus
padrBes de transformacGes e de abordar questdes sobre a importancia filogenética de

caracteres comportamentais e sobre a evolugéo do sinal.

Metodologia

Os estudos foram concentrados em espécies (n=28) de trés clados do género
Physalaemus. O grupo P. cuvieri é formado por nove espécies: P. albonotatus
(Steindachner, 1864), P. centralis Bokermann, 1962, P. cicada Bokermann, 1966, P.
cuqui Lobo, 1993, P. cuvieri Fitzinger, 1826, P. ephippifer (Steindachner, 1864), P.
erikae Cruz & Pimenta, 2004, P. fischeri (Boulenger, 1890) e P. kroyeri (Reinhardt &
Litken, 1862). As espécies do grupo P. signifer (n=12) sdo: P. atlanticus Haddad &

Sazima, 2004, P. bokermanni Cardoso & Haddad, 1985, 1997, P. crombiei Heyer &
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Wolf, 1989, P. irroratus Cruz, Nascimento & Feio, 2007, P. maculiventris (Lutz, 1925),
P. moreirae (Miranda-Ribeiro, 1937), P. nanus (Boulenger, 1888), P. obtectus
Bokermann, 1966, P. signifer (Girard, 1853) e P. spiniger (Miranda-Ribeiro, 1926)
(Nascimento et al., 2005). O grupo P. olfersii, € composto por oito espécies: P. aguirrei
Bokermann, 1966, P. soares Izecksohn, 1965, P. maximus Feio, Pombal &
Caramaschi, 1999, P. olfersii (Lichtenstein & Martens, 1856), P. lateristriga
(Steindachner, 1864), P. feioi Cassini, Cruz & Caramaschi, 2010 e P. orophilus Cassini,
Cruz & Caramaschi, 2010. Néo foi obtido dados de P. caeté Pombal & Madureira, 1997
(grupo P. signifer) e de P. insperatus Cruz, Cassini & Caramaschi (grupo P. olfersii)
(Frost, 2012). A descricdo dessas Ultimas espécies foi baseada em espécimes tombados
em museu, ndo sendo encontrado mais na localidade tipo ou a localidade tipo ndo existe
mais (Pombal Jr. em comunicacdo pessoal). O canto da espécie Pseudopaludicola
mystacalis (Cope, 1887) foi incluido na analise como grupo externo (Pyron & Wiens,
2011) para os tratamentos filogenéticos.

DADOS ACUSTICOS

Foram analisados dez parametros acusticos de todas as espécies estudadas como:
a frequéncia minima, méxima e dominante, além da duracdo da nota e intervalo entre as
notas, duracdo e nimero de pulsos e a taxa de repeti¢do da nota, extraidos da literatura
(ver Cap. I). Os dados obtidos (Tab. 1) foram transformados para a construcdo das
arvores filogenéticas (categorizados a partir de parametros obtidos a partir do Capitulo
I1) (Tab. Il). No total foram utilizados 10 caracteres, numerados de 0 a 9 e, analisados
em 28 taxons terminais pertencentes ao género Physalaemus e um ao género
Pseudopaludicola. (Tab. I1).

ANALISE FILOGENETICA
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A analise filogenética seguiu a metodologia de Hennig (1966, 1968), que
reconhece 0s taxons apenas com base na posse e compartilhamento de novidades
evolutivas Unicas, as sinapomorfias, tornando-os constituintes de um grupo
monofilético. Aplicamos critérios de homologia (Atz, 1970; Mundinger, 1979; Wenzel,
1991; Price & Lanyon, 2002; Desutter-Grandcolas & Robillard, 2003) da mesma forma
como em caracteres morfologicos. Estes critérios sdo: (1) relativa semelhanca de
posicdo e qualidade, (2) especial e (3) a continuidade por meio de formas intermediarias
(Remane, 1952). Em comparagfes comportamentais, a ”posi¢do” pode ser interpretada
como a posicdo temporal de um som ou movimento em uma sequéncia de
comportamentos (Tinbergen, 1959). Assim, este critério mostra que o parametro que
tem 0 mesmo contexto comportamental ou exibe a mesma posigédo relativa, pode ser
usado como hipétese para homologia em diferentes espécies. De acordo com o critério
da ”qualidade especial” sons ou comportamentos que sao altamente estereotipados e que
compartilham detalhes complexos, sdo mais susceptiveis de serem homologos do que
aqueles que sdo relativamente simples e varidveis (Slikas, 1998). A presenc¢a de “formas
intermediarias” nos padrdes de evolucdo vocal também é fortemente indicativa de
homologia e pode ajudar na identificagio de componentes do sinal que s&o
relativamente derivado ou ancestral.

O objetivo deste estudo, claramente, ndo foi reconstruir a filogenia dos
Physalaemus usando apenas caracteres do canto, mas sim estimar a consisténcia
filogenética de cada parametro de codificacdo e comparar os resultados com a
classificacdo taxondmica atual (Nascimento et al., 2005).

As matrizes geradas com os parametros de todas as espécies e com cada clado
estudado do género Physalaemus foram analisadas no software TNT versdo 1.1

(Goloboff et al., 2008), executado com Asado Winclada (Nixon, 2002), no qual a busca
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das relacGes filogenéticas foi investigada usando analise de parciménia. Para a obtengédo
da arvore mais parcimoniosa realizou-se uma busca heuristica por meio das novas
tecnologias, utilizando-se ratchet (com 30 interacdes) e drift (com 50 interagdes) com
adicdo randdmica de taxons, 1.000 réplicas, retencdo maxima de 10.000 arvores, e
colapsamento apds a busca. A partir das arvores igualmente mais parcimoniosas foi

construida uma arvore de consenso estrito.

Resultados

FILOGENIA ENTRE OS GRUPOS

A andlise filogenética do canto de anuncio, para os trés grupos de espécies do
género Physalaemus, mostrou P. bokermanni como a espécie mais basal para o grupo
(Fig. 1). As demais espécies formaram um grupo monofilético (clado 1), sustentado por
trés sinapomorfias: frequéncia méxima entre 3,5 e 3,99 kHz (parametro 0, estado 4);
frequéncia minima entre 1 e 1,49 kHz (parametro 1, estado 3) e frequéncia dominante
entre 2,5 e 2,99 kHz (pardmetro 2, estado 4). Esses parametros se mostraram bastante
divergentes dentro do clado 1 e, apresentaram diversas reversdes nos ramos terminais
com politomias, impedindo o estabelecimento de relacGes filogenéticas entre as demais
espécies.

Mas, a partir da topologia encontrada, foi possivel verificar um padrdo na
evolucdo de parametros como 0 ndmero de notas por canto e a presenca ou auséncia de
harmonicos na nota. A espécie basal, P. bokermanni, apresentou o canto contendo notas
repetitivas sem harménicos, com o grupo irmao apresentando notas repetitivas com
harmonicos e, nas espécies terminais, o canto foi composto por notas simples com e
sem harménicos com reversdo em P. nanus, P. obtectuse P. irroratus (Fig. 1).

GRUPO P. CUVIERI
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A andlise filogenética para o grupo P. cuvieri mostrou P. cicada como espécie
mais basal para o grupo (Fig. 2). As demais espécies analisadas formaram um grupo
monofilético (clado 1) sustentado por seis sinapomorfias: frequéncia maxima entre 3,5 e
3,99 kHz (parametro 0, estado 4); frequéncia minima entre 0,5 e 0,99 kHz (parametro 1,
estado 1); frequéncia dominante entre 2,5 e 2,99 kHz (parametro 2, estado 4); canto
composto por mais de uma nota (parametro 3, estado 1); 101 a 400 pulsos por nota
(parémetro 8, estado 1); e 51 a 60 notas por minuto (parametro 9, estado 5). Dentro
deste clado algumas relagdes ainda aparecem como incertas, entretanto, foi possivel
afirmar que P. kroyeri apareceu como grupo-irmdo das demais espécies (clado 2),
suportado por apenas uma sinapomorfia: frequéncia minima entre 0,1 e 0,49 kHz
(parémetro 1, estado 0). Ainda dentro desse grupo, P. centralis e P. cuvieri foram
recuperadas como um grupo monofilético (clado 3), sustentado por duas sinapomorfias:
frequéncia méaxima entre 2,5 e 2,99 kHz; e taxa de repeticdo entre 61 e 100 notas por
minuto (parametro 9, estado 6). Da mesma forma, P. ephippifer, P. erikae P.
albonotatus e P. cuqui (clado 4) também constituiram um grupo monofilético
sustentado por duas sinapomorfias: intervalo entre as notas de 3 a 4,99 milissegundos
(parémetro 6, estado 3 e 4) e taxa de repeticdo entre 11 e 20 notas por minuto
(pardmetro 9, estado 1). Dentro desse Ultimo clado (clado 4) as relagdes entre as
espécies sdo incertas, porém P. albonotatus e P. cuqui (clado 5) sdo recuperados como
taxons irmdos baseado em duas sinapomorfias: duracdo da nota entre 1 e 1,49
milissegundos (parametro 5, estado2); e 101 a 400 pulsos por notas (parametro 8, estado
2).

A partir da topologia encontrada foi possivel verificar que a evolucdo de alguns
componentes do canto ocorreu de maneira gradual, como o nimero de notas (Fig. 2).

Apenas P. cicada tem o canto formado por mais de uma nota, repetitivas, enquanto
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todas as demais espécies apresentam canto simples, formado por uma Unica nota.
Também foram verificados os decréscimos da frequéncia maxima, minima e dominante,
com poucos eventos de reversao, como o aumento da frequéncia maxima em P. erikae.
Por fim, foi possivel verificar uma divergéncia dentro do grupo com relacdo a taxa de
repeticdo da nota, enquanto no clado de P. cuvieri e P. centralis ocorreu um aumento da
taxa de repeticdo de 51 a 60 notas por minuto (condicdo sinapomorfica para todo o
grupo, exceto para P. cicada) para 61 a 100 notas por minuto, no o grupo formado por
P. ephippifer, P. erikae, P. albonotatus e P. cuqui ocorreu uma reducdo na taxa para 11
a 20 notas por minuto. Outra divergéncia verificada foi com relacdo ao numero de
pulsos, o clado formado por P. albonotatus e P. cuqui apresentou um aumento de pulsos
de 101 a 400 (condicdo sinapomorfica para todo o grupo, exceto para P. cicada) para
401 a 999 pulsos por nota, enquanto que para P. centralis e P. ephippifer houve a
diminuicdo de pulsos para 1 a 100 pulsos por nota.

GRUPO P. OLFERSII

A topologia para o grupo P. olfersii mostra uma relagdo incerta na base do
cladograma, podendo ser mais basais as espécies P. feioi ou P. orophilus (Fig. 3). As
demais espécies analisadas formaram um grupo monofilético (clado 1) sustentado por
quatro sinapomorfias: uma nota por canto (parametro 3, estado 1); intervalo entre as
notas de 1 a 1,99 milissegundos (parametro 6, estado 1); namero de pulsos entre 101 e
400 pulsos por nota (parametro 8, estado 1); e de 41 a 50 pulsos por nota (parametro 9,
estado 4). Dentro desse clado foi possivel relacionar as espécies, onde P. aguirrel foi o
grupo-irmdo das demais espécies (clado 2), suportado por quatro sinapomorfias:
duracdo da nota entre 3 e 3,49 milissegundos (parametro 5, estado 3); intervalo entre as
notas de 2 e 2,99 milissegundos (parametro 6, estado 2); com 401 a 999 pulsos por nota

(parametro 8, estado 2); e 0,1 a 20 notas por minuto (parametro 9, estado 0 e 1). O clado
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2 apresentou P. soaresi como grupo-irmao das demais espécies (clado 3), suportado por
duas sinapomorfias: frequéncia maxima entre 2,5 e 2,99 kHz (parametro 0, estado 2); e
duracdo da nota entre 2 e 3,49 kHz (parametro 5, estado 4,5 e 6). O clado 3 apresentou
P. olfersii como grupo-irmao de P. lateristriga e P. maximus (clado 4), formando um
grupo monofilético e sustentado por duas sinapomorfias : frequéncia minima entre 0,5 e
0,99 kHz (parametro 1, estado 1) e frequéncia dominante entre 1,5 e 1,99 kHz
(parametro 2, estado 2).

A partir da arvore filogenetica encontrada foi possivel verificar o acréscimo
gradual de pardmetros como o intervalo entre as notas, taxa de repeticdo da nota e
namero de pulsos por nota, este Gltimo parametro com um evento de reversdo, em P.
maximus, onde houve um decréscimo do parametro. H& decréscimo gradual dos valores
para os parametros: frequéncias méxima, minima e dominante, sem eventos de reverséo
(Fig. 3).

GRUPO P. SGNIFER

A andlise filogenética para o grupo P. signifer mostrou P. bokermanni como
espécie mais basal para o grupo (Fig. 4). As demais espécies analisadas formaram um
grupo monofilético (clado 1) sustentado por quatro sinapomorfias: frequéncia maxima
entre 3 e 3,49 kHz (pardmetro 0, estado 3); frequéncia minima entre 1 e 1,49 kHz
(parametro 1, estado 2); frequéncia dominante entre 1,5 e 1,99 kHz (parametro 2, estado
2); taxa de repeticdo entre 41 e 50 notas por minuto (parametro 9, estado 4). Dentro
desse clado algumas relagdes ainda sdo incertas, contudo, foi possivel afirmar que P.
nanus e P. spiniger foram recuperadas como um grupo monofilético (clado 2),
sustentado por quatro sinapomorfias: frequéncia minima entre 0,5 e 0,99 kHz
(parametro 1, estado 1); auséncia de harménicos na nota (parametro 4, estado 1);

intervalo entre as notas entre 2 e 2,99 milissegundos (parametro 6, estado 2); e taxa de
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repeticdo entre 21 e 30 notas por minuto (parametro 9, estado 2). Esse clado aparece
como grupo-irmdo das demais espécies do grupo (clado 3) sustentado por apenas uma
sinapomorfia: frequéncia maxima entre 2 e 2,49 kHz (parametro 0, estado 1). Dentro do
clado 3, P. irroratus apareceu como grupo-irmao das demais espécies (clado 4),
também sustentado por uma sinapomorfia: frequéncia dominante entre 1 e 1,49 kHz
(paré@metro 2, estado 1). E, dentro do clado 4, a espécie P. obtectus foi grupo-irmao das
demais espécies (clado 5), sustentado por quatro sinapomorfias: frequéncia maxima
entre 1,5 e 1,99 kHz (parametro 0, estado 0); frequéncia minima entre 0,5 e 0,99 kHz
(parémetro 1, estado 1); canto formado por uma nota (parametro 3, estado 1); e duracao
da nota entre 0,5 e 0,99 milissegundos (parametro 5, estado 1). A politomia formada no
clado 5 tornou incerta as relac@es entre os parametros do canto dessas espécies.

Por meio da topologia encontrada foi possivel verificar que a evolugdo dos
componentes do canto de anuncio parece ter ocorrido de maneira gradual (Fig. 4). O
primeiro desses aspectos se referiu ao nimero de notas, em que as espécies basais
apresentaram canto com mais de uma nota e, no clado 5, o canto é formado por uma
nota, com ou sem harménicos. Também foi verificado o decréscimo das frequéncias
méaxima, minima e dominante, bem como a taxa de repeti¢do da nota, com um evento de
reversdo no aumento da taxa de repeticdo da nota em P. crombiel. Ndo houve

divergéncia, nesse grupo, com relacdo aos parametros espectrais e temporais dos cantos.

Discusséo

Para desenvolver a interpretacdo dos resultados obtidos, foram considerados
como monofiléticos 0s grupos propostos na literatura (Nascimento et al., 2005). Assim,
nossos resultados evidenciam, em cada clado estudado, que os parametros bioacusticos

do canto de anuncio sdo filogeneticamente conservados nas 28 espécies (56% do total)
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do género Physalaemus. Esse resultado deve-se a proximidade filogenética,
compartilhando caracteristicas morfoldgicas, como resultados de uma ancestralidade em
comum (Cocroft & Ryan, 1995; Gerhardt & Huber, 2002).

Os parametros espectrais, frequéncias maxima, minima e dominante sofrem
transformacdes graduais com decréscimo da frequéncia a partir das caracteristicas
basais de cada grupo, de maneira convergente entre os clados, sem divergéncias dos
valores. Este fato corrobora a hip6tese de que o canto é restrito pela histéria evolutiva
das linhagens filogeneticas (Cocroft & Ryan, 1995; Bosch & De La Riva, 2004; Wells,
2007). Esses parametros espectrais podem estar mais relacionados a caracteres
morfolégicos que influenciam diretamente o canto (Blomberg et al., 2003), tendo
também um forte sinal filogenético (Blomberg et al., 2003), como o tamanho corporal
(Penna & Solis, 1998; Silva et al., 2008) e a estrutura da laringe (Martin, 1972; Gridi-
Papp et al., 2006). Com isso, muitos parametros do canto, como harmonicos e
frequéncia dominante, tendem a ser conservativos ou mais similares entre espécies
préximas (Cocroft & Ryan, 1995). Este fato pode explicar a estruturagdo filogenética no
canto das espécies analisadas. E, desta forma, as restricdes filogenéticas podem limitar a
evolugdo do canto (Zimmermann, 1983; Ryan & Brenowitz, 1985; Bosch & De La
Riva, 2004).

Os parédmetros temporais tém alteracdes graduais nos valores da taxa de
repeticdo e na duracdo da nota nos grupos P. signifer e P. olfersii a partir das
caracteristicas basais do grupo. Ja para o grupo P. cuvieri, nesses parametros temporais
hd divergéncias dos valores entre as espécies. Nesse clado, essas divergéncias
encontradas nos parametros temporais podem refletir a selecdo ambiental, em que as
diferencas nas caracteristicas do ambiente afetam as propriedades para otimizar a

emissdo e propagacdo do sinal acustico (Slabbekoorn & Smith, 2002; Bosch & De La
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Riva, 2004). O ambiente pode exercer uma forte pressdo no canto emitido por diferentes
tipos de organismos (e.g., Zimmermann, 1983; Wiley, 1991; Slabbekoorn & Smith,
2002). Os efeitos do ambiente na evolucdo da estrutura do canto podem ser de
atenuacdo, degradacdo e distorcdo do sinal por ruidos ambientais (Morton, 1975; Waser
& Brown, 1986; Wells, 2007; Bradbury & Vehrencamp, 2011). Os cantos de espécies
que habitam ambientes de floresta tém maior atenuacdo e degradacdo que espécies de
area aberta (Ryan & Brenowitz, 1985; Wells & Schwartz, 1982), assim como espécies
que emitem cantos ao nivel do solo tém maior degradacdo do que cantos emitidos acima
do solo (Kime et al., 2000). Uma possivel explicacdo para o efeito do ambiente nesses
parametros bioacusticos do grupo P. cuvieri é que esses cantos podem necessitar
percorrer longas distancias em area aberta (Kime et al., 2000) em relacdo as
caracteristicas ambientais que utilizam comunicacdo a curtas distancias (Brenowitz,
1982). Entretanto, sdo necessarios mais estudos para determinar se outros fatores estdo
influenciando a evolugdo do canto de anuncio, levando em consideragdo também fatores
comportamentais e emprego de pardmetros ambientais que representem uma
caracterizacdo dos habitats ocupados por essas espécies. Desta forma, os parametros
espectrais do canto devem ter um forte sinal filogenético por estarem diretamente
relacionados ao reconhecimento intraespecifico. Por outro lado, os parametros
temporais podem ser mais plasticos, refletindo as condi¢cbes ambientais. O baixo sinal
filogenético pode ter, por exemplo, um papel importante também na escolha do
parceiro, devendo ser mais evolutivamente labil. No entanto, um estudo recente de
simulacdo (Revell et al., 2008) sugere que um baixo sinal filogenético ndo implica
necessariamente em alta responsabilidade evolutiva, salientando a necessidade de dados

empiricos adicionais.
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A polarizacdo dos dados através do grupo externo pode apontar a provéavel
direcdo dos caracteres acusticos em cada clado. Mas a origem dos parametros, como o
canto de uma nota ser plesiomorfico ao canto com mais de uma nota, ndo pode ser
apontado devido a insuficiéncia de arvores filogenéticas que confirmem as relacdes
entre as espécies.

Atualmente duas hipoteses s@o sugeridas para explicar a evolucdo do canto em
anuros. A hipotese filogenética prediz que espécies mais proximas filogeneticamente
tendem a possuir cantos similares, independente do ambiente (Wells, 2007). A hipotese
de selecdo ambiental é de que diferencas nas caracteristicas do habitat afetam as
propriedades bioacusticas do canto, ocorrendo divergéncia nos parametros (Bosch & De
La Riva, 2004). Diversos trabalhos ddo suporte a uma Unica dessas hipdteses acima
citadas (Ryan & Brenowitz 1985; Ryan, 1986; 1988; Penna & Solis, 1998; Kime et al.,
2000). Mas essas hipdteses ndo sdo excludentes (Bosch & De La Riva, 2004). A
influéncia de pressdes diferentes agindo sobre o canto pode ser vista na topologia com
todas as especies estudadas (Fig.1). Apesar de sofrer influéncia filogenética, observada
em alguns agrupamentos que reuniram espécies de mesmo grupo. Porém, ndo agrupou
todas as espécies em seus respectivos grupos, mostrando que outros fatores também
agem como pressdo seletiva, podendo ser a influéncia do habitat agindo sobre os
parametros do canto.

As diversas politomias demonstram a insuficiéncia de parametros bioacusticos
para diagnosticar as relagbes entre todas as espécies estudadas conjuntamente
(Cannatella et al., 1998), apesar de se mostrarem eficientes para cada clado
isoladamente. A utilizacdo de pardmetros sem significado ou importancia para a
comunicacdo deve ser considerada (HOdl & Améquta, 2001), apesar dos parametros

usados serem amplamente utilizados em estudos bioacusticos, porém para outras
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espécies. Fato esse que pode ter influenciado os resultados de incongruéncia em
trabalhos comparando a filogenia comportamental com a arvore filogenética molecular
(Robillard et al., 2006).

Outros estudos de padrdes dos sinais bioacusticos em grupos taxonomicamente
proximos, mostrando divergéncias em sinais de comunicacao, podem nos dizer quais 0s
parametros bioacusticos sdo mais susceptiveis de alteracdo evolutiva (Ryan, 1988);
podendo fornecer um contexto para futuras pesquisas sobre os processos envolvidos
nessa divergéncia (Basolo, 1990; Prum, 1990; Proctor, 1993; Ryan & Rand, 1993b).
Saber quais padrdes realmente caracterizam a evolucdo dos sinais de comunicacéo deve

nos guiar para fazer as perguntas corretas sobre 0s processos que as produziram.

Conclusoes

Até onde sabemos, esse foi um raro estudo a utilizar esse nUmero expressivo de
espécies utilizando métodos comparativos filogenéticos com dados comportamentais, na
modulacdo dos pardmetros acusticos. Verificamos que os parametros bioacusticos
utilizados foram satisfatérios para demonstrar o padrdo de evolu¢do em cada clado.
Porém, foram insuficientes para demonstrar algum padrdo evolutivo quando os clados
foram agrupados. Todos 0s parametros espectrais apresentaram-se mais conservadores
tendo forte influéncia filogenética, bem como parametros temporais das espécies que
ocorrem em mata (grupos P. signifer e P. olfersii); enquanto que pardmetros temporais
como duragdo e taxa de repeticdo da nota, de espécies de &rea aberta, mostraram valores
mais flexiveis influenciado por fatores ambientais ou condi¢cBes de comportamento

social.
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Tabelas

Tabela | — Dados transformados através das categorias dos parametros acusticos de uma espécie de
Pseudopaludicola e das 28 espécies do género Physalaemus. FMa = frequéncia maxima, FMi =
frequéncia minima, FD = frequéncia dominante, NN = nimero de notas no canto, H = auséncia ou
presenca de harménicos na nota, DN -= duracdo da nota, IN = intervalo entre as notas, DP = duracdo dos
pulsos, NP = niimero de pulsos na nota e TR = taxa de repeti¢do da nota no canto.

FMa FMi FD NN H DN IN DP NP TR

P. mystacalis 8 5 6 2 2 0 0 O 0 7
P. aguirrei 6 0 5 1 1 0 1 0 1 4
P. feioi 3 3 3 2 2 0 0 O 0 7
P. lateristriga 2 1 2 1 2 6 2 0 2 1
P. maximus 1 1 0 1 1 4 2 0 1 1
P. olfersii 2 2 4 1 2 6 2 0 2 0
P. orophilus 4 4 4 2 2 0 0 O 0 7
P. soaresi 5 3 4 1 2 3 3 0 3 0
P. albonotatus 3 0 4 1 1 2 3 0 2 1
P. centralis 1 0 1 1 1 0 0 O 0 6
P. cicada 5 3 5 2 1 0 0 O 0 7
P. cuqui 4 0 4 1 1 3 3 0 2 1
P. cuvieri 2 0 0 1 1 0 0 O 1 6
P. ephippifer 3 0 0o 1 1 0 4 0 O 1
P. erikae 5 0 4 1 1 1 9 O 1 0
P. fischeri 4 0 0 1 1 1 0 O 1 5
P. kroyeri 4 1 4 1 1 0 0 O 1 5
P. angrensis 1 1 1 1 2 1 0 1 O 5
P. atlanticus 0 1 1 1 2 1 0 2 0 3
P. bokermanni 7 4 5 2 2 0 0 0 0 7
P. camacan 0 1 1 1 2 1 0 O 1 4
P. crombiei 0 1 1 1 1 0 0 1 0 6
P. irroratus 1 2 2 2 2 0 0 0 0 4
P. maculiventris 0 1 1 1 2 0 1 0 0 3
P. moreirae 0 0 1 1 2 1 0 1 0 5
P. nanus 3 1 2 2 1 0 2 1 0 2
P. obtectus 1 2 1 2 2 0 0 O 0 4
P. signifer 1 1 1 1 1 1 0 O 1 5
P. spiniger 3 1 2 1 1 0 2 0 O 1
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Figura 1 — Cladograma do canto de anlncio de 28 espécies do género Physalaemus de consenso
estrito de 33 arvores filogenéticas encontradas (L = 180; Ri = 46). Numerais superiores indicam o
parametro e numerais inferiores os estados dos parametros. P. mys — Pseudopaludicola mystacalis
(grupo externo), P. bok — P. bokermanni, P. fei — P. feioi, P. oro — P. orophilus, P. cic — P. cicada, P.
agu — P. aguirrei, , P. cen — P. centralis, P. cuv — P. cuvieri, P. fis — P. fischeri, P. kro — P. kroyeri,
P. ang — P. angrensis, P. atl — P. atlanticus, P. cam — P. camacan, P. cro — P. crombiei, P. mac — P.
maculiventris, P. mor — P. moreirae, P. irr. — P. irroratus, P. obt — P. obtectus, P. sig — P. signifer, P.
soa — P. soaresi, P. alb — P. albonotatus, P. cuq — P. cuqui, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae,
P. nan — P. nanus, P. spi — P. spiniger, P. lat — P. lateristriga, P. max — P. maximus, P. olf = P.
olfersii.
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Figura 2 — Cladograma do canto de antncio de nove espécies do grupo P. cuvieri de consenso estrito
de trés arvores filogenéticas encontradas (L = 55; Ci = 74 e Ri = 75). Numerais superiores indicam o
parametro e numerais inferiores os estados dos parametros. P. mys — Pseudopaludicola mystacalis
(grupo externo), P. cic — P. cicada, P. kro — P. kroyeri, P. fis — P. fischeri , P. cen — P. centralis, P.
cuv — P. cuvieri, P. eph — P. ephippifer, P. eri — P. erikae, P. alb — P. albonotatus e P. cuq — P.
cuqui.

Figura 3 — Cladograma do canto de andncio de sete espécies do grupo P. olfersii de consenso estrito
de trés arvores filogenéticas encontradas (L = 53; Ci = 73 e Ri = 76). Numerais superiores indicam o
parametro e numerais inferiores os estados dos parametros. P. mys — Pseudopaludicola mystacalis
(grupo externo), P. fei — P. feioi, P. oro — P. orophilus, P. agu — P. aguirrei, P. soa — soaresi, P. olf —
P. olfersii, P. lat — P. lateristriga, P. max — P. maximus.
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Figura 4 — Cladograma do canto de anincio de doze espécies do grupo P. signifer de consenso
estrito de cinco arvores filogenéticas encontradas (L = 53; Ci = 60 e Ri = 63). Numerais superiores
indicam o pardmetro e numerais inferiores os estados dos pardmetros. P. mys — Pseudopaludicola
mystacalis (grupo externo), P. bok — P. bokermanni, P. nan — P. nanus, P. spi — P. spiniger, P. irr —
P.irroratus, P. obt — P. obtectus, P. ang — P. angrensis, P. atl — P. atlanticus, P. cam — P. camacan,
P. cro — P. crombiei, P. mac — P. maculiventris, P. mor — P. moreirae, P. sig — P. signifer.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros bioacusticos, espectrais e temporais, influenciam na segregacdo
dos cantos do grupo P. cuvieri. Pardmetros como as frequéncias, maxima e dominante, e
a duracdo da nota foram o0s mais importantes na segregacdo dos cantos. Estdo
diretamente relacionados com o reconhecimento especifico. Entretanto, parametros
como a duracdo dos pulsos e a taxa de repeticdo promovem uma menor segregacao
quando comparados aos demais parametros, e devem refletir as condi¢bes ambientais.

Mas a distribuicdo geografica da espécie ndo influencia nos parametros
bioacusticos, com espécies alopatricas apresentando maior similaridade que espécies
simpatricas. Assim, esta investigacdo do canto fornece pistas sobre quais parametros
bioacusticos sdo importantes na discriminacdo entre congéneres.

N&o houve influéncia do tipo de habitat nos pardmetros bioacusticos do canto de
anuncio das espécies dos trés grupos do género Physalaemus. Houve, sim, uma forte
influéncia filogenética entre essas espécies congenéricas, mostrando que este pode ser
um importante sinal na interpretacdo da evolugdo do canto entre as espécies de anuros.
Sendo assim, a descri¢do dos cantos é importante para estudos envolvendo taxonomia.

A influéncia do habitat no canto foi restrita a diferengas na faixa de frequéncia
emitida pelas espécies, a utilizacdo de harménicos pelas espécies de area aberta e a
maior amplitude nos valores temporais em espécies de ambiente de mata. Nossos dados
apoiam a hipdtese de que algumas diferencas em cantos entre habitats diferentes sejam
resultado de selecdo ambiental na estrutura do canto para aumentar a eficiéncia da
transmissao.

Mas, em espécies congenéricas, o canto também sofre forte influéncia

filogenética, podendo também fornecer homologias robustas para uso em estudos
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comparativos das vocalizagdes de anuros e para derivar e testar hipoteses evolucionistas
produzindo informac6es filogenéticas consistentes.

Verificamos que os parametros bioacusticos utilizados foram satisfatorios para
demonstrar o padrdo de evolucdo em cada clado. Porém, foram insuficientes para
demonstrar algum padréo evolutivo quando os clados foram agrupados.

Todos os parametros espectrais apresentaram-se mais conservadores tendo forte
influéncia filogenética, bem como pardmetros temporais das espécies que ocorrem em
mata; enquanto que parametros temporais como duracdo e taxa de repeticdo da nota, de
espécies de area aberta, mostraram valores mais flexiveis influenciado por fatores

ambientais ou condi¢Ges de comportamento social.
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