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Resumo

Ordofiez-Bautista, D. J. 2023. O canto de antincio como carater diagnostico de linhagens
de Dendropsophus microcephalus (Anura: Hylidae) na sua area de distribui¢ao
geografica. Dissertacdo de Mestrado em Ecologia, Conservagao e Biodiversidade. UFU.

Uberlandia-MG. 50 f.

O isolamento reprodutivo pode ser estudado através de varios de abordagens, incluindo o
isolamento pos-zigotico e pré-zigotico. O canto de anuncio em anuros atua como um fator
pré-zigotico e ¢ importante para fins taxonomicos, devido a sua importancia no
reconhecimento especifico e na escolha do parceiro. A variagao no canto de antincio tem
sido crucial para a compreensao da evolucao dos sinais de acasalamento ¢ na descrigao
de novas espécies em anuros. O objetivo foi analisar a utilizacdo dos cantos de antincio
como ferramenta para o reconhecimento das linhagens de Dendropsophus microcephalus.
Analisei 117 gravacdes de diferentes localidades desde o México até o Brasil. Os cantos
foram obtidos das bibliotecas de cantos: Macaulay Library, The Cornell Lab of
Ornithology; Fonoteca Neotropical Jacques Vielliard; Laboratério de Taxonomia e
Sistematica de Anuros Neotropicais; Fonoteca de Anfibios-UNAM e do grupo Ixchel
Centro América. As notas primarias e secundarias dos cantos foram analisadas de forma
independente. As varidveis dos cantos analisados foram: duracio do canto (DC), nimero
de notas (NN), duragdo das notas (DN), pulso por notas (PN), intervalo entre notas (IEN),
taxa de repeti¢do de notas (TRN), frequéncia de pulso (FP) e frequéncia dominante (FD).
Os cantos foram atribuidos a cada linhagens de acordo com as distribui¢des determinadas
pelo Dr. W. Duellman (1970): D. m. underwoodi (do México até Costa Rica), D. m.
microcephalus (da Costa Rica até a Colombia), D. m. misera (Venezuela até a bacia
amazonica) e os cantos do centro do Brasil foram consideradas como D. m. ssp. Os cantos
considerados “outliers” foram retirados das andlises. O canto de anuncio das linhagens
D. m. microcephalus, D. m. misera e D. m. underwoodi tem a mesma estrutura basica,
comec¢ando com uma nota primaria, seguida por varias notas secundarias com dois grupos
de pulsos que pode ter até dezessete notas. Em D. m. ssp ndo se apreciam os dois grupos
de pulsos, além disso, a maioria das varidveis actlsticas do canto de antincio tem diferenca
entre as linhagens, exceto para as FDs das notas secundarias. Nos PCA as variaveis com
maior influéncia em geral foram DC, DN, (priméarias e secundarias), ¢ FD (primarias e

secundarias). As linhagens D. m. microcephalus, D. m. underwoodi e alguns individuos



de D. m. misera estao agrupados em extremos opostos do PC1 em relagdo aos individuos
de D. m. ssp. com distribuicdo no centro do Brasil. Também encontramos a relag@o
positiva do PC1 e PC3 com latitude, ou seja, as variaveis aumentam de sul para norte.
Nossos resultados mostram que as populagdes de D. m. misera do Brasil e os individuos
de D. m. ssp. diferem na estrutura e nas variaveis do canto em relagdo as outras linhagens.
Essa diferenca na vocalizagdo poderia estar indicando que as populacdes do Brasil estdo
isoladas reprodutivamente das outras linhagens de D. microcephalus, sugerindo que as
populagdes do Brasil sdo espécie diferente de D. microcephalus. E necessaria abordagem

taxondmica integrativa para determinar o status taxondmico das populacdes do Brasil.

Palavras-chave: comunicacdo acustica, canto de anuncio, isolamento reprodutivo,

Dendropsophus microcephalus.



Abstract

Ordofiez-Bautista, D. J. 2023. The advertisement calls as a diagnostic character of
lineages of Dendropsophus microcephalus (Anura: Hylidae) in its geographic distribution
area. Master dissertation. Dissertacdo de Mestrado em Ecologia, Conservagdo e

Biodiversidade. UFU. Uberlandia-MG. 50 p.

Reproductive isolation can be studied considering different approaches, including post-
zygotic and pre-zygotic reproductive isolation. The advertisement calls in frogs acts as a
prezygotic factor in reproductive isolation and is important for taxonomic purposes,
mainly due to its importance in specific recognition and mate choice. Studies on
advertisement call variation have been crucial for understanding the evolution of mating
signals and for describing new species of anurans. The objective was to analyze the use
of the advertisement call as a tool for recognizing the lineages of Dendropsophus
microcephalus. 1 analyzed 117 recordings from different locations from Mexico to Brazil
were analyzed. The calls were obtained from calls libraries: Macaulay Library, The
Cornell Lab of Ornithology; Jacques Vielliard Neotropical Phonoteca; Laboratory of
Taxonomy and Systematics of Neotropical Anurans; Amphibian Phonoteca-UNAM and
the Ixchel group Centro América. The primary and secondary notes of the calls were
analyzed independently. The calls variables analyzed were call duration (DC), number of
notes (NN), note duration (DN), pulse per note (PN), note interval (IEN), note repetition
rate (TRN), pulse frequency (FP), and dominant frequency (FD). Calls were assigned to
each lineage according to the distributions determined by Dr. W. Duellman (1970): D. m.
underwoodi (from Mexico to Costa Rica), D. m. microcephalus (from Costa Rica to
Colombia), D. m. misera (Venezuela to the Amazon basin) and the corners of central
Brazil were considered as D. m. ssp. Calls considered "outliers" were removed from the
analyses. The advertisement call of the lineages D. m. microcephalus, D. m. misera and
D. m. underwoodi has the same basic structure, starting with a primary note, followed by
several biphasic secondary notes that can have up to seventeen notes. In D. m. ssp the
biphasic notes are not appreciated, moreover, most acoustic variables of the
advertisement call have difference between the lineages, except for the FDs of the
secondary notes. In the PCAs the variables with the greatest influence overall were DC,
DN, (primary and secondary), and FD (primary and secondary). The lineages D. m.
microcephalus, D. m. underwoodi and some individuals of D. m. misera are grouped at

opposite endpoint of PC1 in relation to individuals of D. m. ssp. with distribution in



central Brazil. We also found a positive relationship between PC1 and PC3 between the
latitudinal clines, therefore, the variables increase from south to north. Our results show
that populations of D. m. misera from Brazil and the individuals from D. m. ssp differ in
structure and vocalization properties in relation to the other lineages. This difference in
vocalization could indicate that populations from Brazil are reproductively isolated from
the other lineages of D. microcephalus; suggesting that populations from Brazil are a
different species from D. microcephalus. Further analysis with an integrative taxonomic

approach is needed to determine the taxonomic status of populations from Brazil.

Keywords: acoustic communication, advertisement call, reproductive isolation,

Dendropsophus microcephalus.



1. Introducio
Espécie ¢ a categoria fundamental da classificacdo biologica (Mayer 1982; Rosell
et al. 2010). Elas sdo reconhecidas por suas semelhangas, formando grupos e subgrupos

de acordo com sua maior ou menor afinidade.

Um dos problemas que surgem na defini¢do de uma espécie ¢ a diversidade de
conceitos existentes e as formas de delimita-los (De Queiroz 2007). Consideramos que o
conceito bioldgico de espécie (CBE) proposto por Ernst Mayr Mayr (1969) fornece uma
clara delimitacdo do que ¢ uma espécie e como ela poderia ser delimitada. Para Mayr,
uma espécie ¢ "um grupo de individuos que se reproduzem uns com os outros e que estao
reprodutivamente isolados de outros grupos semelhantes e que tém descendéncia viavel

e fértil".

Nos anuros o isolamento reprodutivo pode ser estudado através de varias
abordagens, incluindo o isolamento reprodutivo pods-zigético (hibrido ndo vidvel ou de
viabilidade reduzida; hibrido estéril ou de viabilidade reduzida) e pré-zigotico
(isolamentos de habitat; temporario ou sazonal; etologico ou comportamental; mecanico
e cinegético) (Kohler et al. 2017). O canto de anuncio em anuros atua como um fator pré-
zigdtico no isolamento reprodutivo, principalmente devido a sua importancia no
reconhecimento especifico e na escolha do parceiro (Duellman & Trueb 1994; Gerhardt

& Huber 2002; Searcy & Nowicki 2006; Wells 2007).

O canto de anuncio ¢ a vocaliza¢do mais comum em anuros € possui o maior valor
taxonomico (Wells 1977; Kohler et al. 2017). Praticamente todos os machos incorporam
alguma forma de canto de anincio em seu repertdrio vocal, que muitas vezes desempenha
um papel fundamental. Por um lado, o canto de anlincio permite a atracdo de fémeas da

mesma espécie, sendo importante no cortejo sexual na maioria das espécies de anuros



(Duellman & Trueb 1994; Gerhardt & Huber 2002; Wells & Schwartz 2007; Bastos et al.
2011; Llusia-Genique 2013). Por outro lado, esse mesmo tipo de canto também pode ser
usado como um sinal territorial, alertando os machos vizinhos sobre a posi¢ao e o
tamanho do macho competidor (Wilczynski & Brenowitz 1988; Gerhardt et al.1989;
Brenowitz & Rose 1994; Murphy e Floyd 2005). Para fins taxonomicos, as analises de
vocalizagdo se concentram quase exclusivamente nos cantos de anuincio, principalmente
porque sao os cantos mais frequentes na maioria das espécies e sao faceis de registrar e
sao emitidos no contexto do acasalamento; portanto, espera-se que transmitam
informagdes especificas da espécie envolvidas no isolamento pré-zigético (Kohler et al.

2017).

Embora o papel dos cantos dos anuros como mecanismo de isolamento pré-zigotico
seja de grande importincia sistematica (Duellman 1963; Blair 1964; Littlejohn 1969),
este aspecto tem recebido menos aten¢do nos estudos contemporaneos. Existem alguns
estudos que analisaram a variacdo geografica do canto ou diferengas latitudinais e/ou
longitudinais (Bernal et al. 2005; Prohl et al. 2007; Magrini et al. 2010; Faria et al. 2013;
Baraquet et al. 2015; Forti et al. 2016) e demonstraram diferengas intraespecificas no
canto de antncio entre populacdes de espécies amplamente distribuidas. O estudo desta
variagdo provou ser crucial para compreender a evolugdo dos sinais de acasalamento em

anuros (Loftus-Hills & Littlejohn 1992; Boul et al. 2007).

O género Dendropsophus Fitzinger 1843, estava anteriormente dentro do género
Hyla Laurenti, 1768. No entanto, estudos de Faivovich, et al. (2005) determinaram
transferi-lo para o género ressuscitado Dendropsophus. Atualmente se reconhecem 109
espécies dentro do género Dendropsophus agrupadas por suas relagdes monofiléticas em
nove grupos (Faivovich, et al. 2005;): grupo Dendropsophus ruschii, grupo

Dendropsophus decipiens, grupo Dendropsophus parviceps, grupo Dendropsophus
2



molitor, grupo Dendropsophus columbianus, grupo Dendropsophus marmoratus, grupo
Dendropsophus minutus, grupo Dendropsophus leucophyllatus, grupo Dendropsophus
microcephalus (Faivovich, et al. 2005; Orrico et al. 2021). A identificacdo das espécies
de Dendropsophus geralmente ¢ considerada dificil principalmente devido a alta
semelhanca em morfologia e a limitada informagdo disponivel para muitas espécies, o
que significa que muitas espécies ainda tém relagdes pouco definidas ou incertas

(Duellman1982; Gehara et al. 2014; Duellman et al. 2016; Orrico et al. 2021).

O grupo D. microcephalus tem espécies que cobrem amplas areas de distribuicao e
representam um grande desafio taxondmico (Gehara et al. 2014). Os tempos de
divergéncia sugerem que o grupo D. microcephalus foi representado pela primeira vez na
América Central por um tronco ancestral do tipo D. microcephalus que migrou da
América do Sul e se separou em meados do Mioceno 11.2 (8.6-13.8) Mya (Duellman et
al. 2016). Uma das complexidades do grupo D. microcephalus sdo as poucas diversidades
de caracteres diagndsticos morfoldgicos que os espécimes apresentam nas fases adulta e
larval; existem apenas pequenas diferengas nas estruturas das maos e pés nos adultos e
algumas pequenas diferengas na colora¢do dos girinos (Duellman 1970). Isso torna a
posi¢ao filogenética de varias espécies dentro do grupo D. microcephalus ainda altamente
controversa (Pyron e Wiens 2011; Fouquette et. al. 2011; Madeiros et. al. 2013; Orrico et
al. 2021). Em algumas espécies, a coloracdo e os cantos de anlincio aparentemente

fornecem os meios mais faceis de identifica¢do das espécies (Duellman, 1970).

Inicialmente, Duellman & Fouquette (1968) definiram o grupo de D. microcephalus
a partir de bases morfologicas, representando assim um grupo com oito espécies, quatro
ocorrendo na América Central (D. microcephalus, D. phlebodes, D. robertmertensi e
sartori) € quatro sul-americanos (D. elongata, D. minuta, D. nana e D. werneri) com

ampla distribui¢do a leste dos Andes. No entanto, nos ultimos anos, o monofiletismo do
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grupo D. microcephalus tem sido estudado usando dados moleculares (Faivovich et. Al.
2005; Pyron e Wiens 2011; Orrico et al. 2021), razao pela qual novas espécies foram
descritas, sendo reconhecidas atualmente 37 espécies dentro do grupo D. microcephalus
(Orrico et al. 2021), distribuidas desde as baixas elevagdes de Jalisco e Veracruz, México,
até o sudeste da América do Sul; do nivel do mar até¢ 1700 m de altitude (Duellman, 2001;

Orrico et al. 2021).

Dendropsophus microcephalus Cope 1886 ¢ uma das espécies pertencentes ao
grupo D. microcephalus (Faivovich et al. 2005). Inicialmente Duellman & Fouquette
(1968), reconheceram duas linhagens de D. microcephalus: D. m. underwoodi Cope 1886
e D. m. microcephalus Boulenger 1889. Posteriormente, Fouquette (1968) apos da anélise
do canto, historia de vida e cor na vida de individuos das planicies da Venezuela, mostrou
que D. misera Werner 1903 ¢ conespecifico com D. microcephalus da costa norte do sul

América e América Central.

A linhagens D. m. microcephalus esta distribuida desde as planicies do Pacifico do
sudeste da Costa Rica até a Colombia, ocorrendo em altitudes abaixo de 560 m, na
Colombia (Duellman 1970, 2001; Savage 2002; Bolafos et al. 2008); D. m. misera ¢
encontrada desde o norte da América do Sul até a bacia amazonica; D. m. underwoodi
tem distribui¢ao desde México ao noroeste da Costa Rica; ndo € encontrado em elevagdes
acima de 350 m no México e na Guatemala, mas € encontrado em altitudes mais altas nas
regides mais ao sul (Duellman 1970, 2001; Savage 2002; Bolafios et al. 2008). Por
exemplo, foi coletado a 780 m em Silencio, Costa Rica; a 830 m na Serra de Guaimaca,
Honduras; a 960 m em Finca Tepeyac, Nicardgua, ¢ a 1.200 m em Finca Renecia,

Nicaragua (Duellman 2001).



Duellman (1970) menciona que existem pequenas diferengas em algumas medidas,
proporgdes € em certos parametros dos cantos de acasalamento entre as populagdes das
distintas linhagens. No entanto, o padrao de coloracao ¢ o tinico diagnostico que fornece
diferencas entre as linhagens (Duellman 1970, 2001). A linhagem leste-oeste (D. m.
microcephalus) tem padrao dorsal de duas linhas escuras continuas e sem marcas escuras
interorbitais (Fig. 1.1-B), enquanto a linhagem noroeste (D. m. underwoodi) tem um
padrao dorsal misto e tem uma marca interorbital escura (Fig. 1.1-A) (Duellman 1970,
2001). Além disso, existem pequenas diferencas nas pernas de D. m. microcephalus, pois
estdo marcadas com uma linha longitudinal, enquanto a linhagem D. m. underwoodi tem
pernas marcadas por faixas transversais estreitas. Por outro lado, D. m. misera (Fig. 1.1 -
C) difere de D. m. microcephalus por ndo ter as distintas listras dorsais e por ter barras
transversais em vez de uma linha longitudinal ou manchas nas pernas. Nao difere
marcadamente no padrao de cores basico de D. m. underwoodi, mas ¢ separado dessa
populacdo pela raga nominal, que se estende do sul da Costa Rica, através do Panama, e

no noroeste da Coldombia (Fouquette 1968).



Figura 1.1.Individuos das diferentes linhagens de D. microcephalus. A) Individuo de D. m
underwoodi de Honduras, foto: ©Danny Ordofiez. B) Individuo de D. m. microcephalus da Costa
Rica, foto: ©Eduardo Boza. C) Individuos de D. m. misera do Trinidad e Tobago, foto:
©Hukaymah Ali, obtida de https://www.inaturalist.org/.

A estrutura dos cantos de antincio nas linhagens de D. microcephalus ja foi descrita
(Duellman & Fouquette 1968; Fouquette 1968; Duellman 1970). No entanto, a variagdo
interpopulacional ndo foi estudada. Considerando a importdncia da comparacdo das
variaveis acuUsticas entre diferentes espécies e populacdes para a interpretacdo e
compressdo das interagdes ecologicas, a posi¢do taxondmica e as relacdes filogenéticas
entre as espécies (Hartmann et al. 2002) utilizamos os cantos de anlincio como carater
diagnostico das linhagens de D. microcephalus ao longo de sua distribui¢do. Para isso
testamos a hipdteses que as varidveis do canto de antincio de diferentes populacdes de D.
microcephalus na sua distribuicdo ddo suporte as linhagens propostas por Duellman

(1970, 2001) de acordo com as caracteristicas da coloracao.


https://www.inaturalist.org/

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Analisar a utilizag¢ao dos cantos de antincio como ferramenta para o reconhecimento

das linhagens de D. microcephalus na sua distribui¢cdo geografica.

2.2 Objetivos especificos
(1) Comparar as varidveis do canto do antincio (notas primdrias e secundarias) entre

as diferentes populacdes de D. microcephalus.

(i1) Verificar se as variaveis do canto de D. microcephalus agrupam as populagdes

estudadas de acordo com as linhagens propostas por Duellman (1970, 2001).

(ii1) Analisar a variacdo do canto do anuncio de D. microcephalus com relagdo a

sua distribui¢do latitudinal.

3. Material e métodos

3.1 Origem dos dados

Analisamos 117 gravacdes de diferentes populagdes de Dendropsophus
microcephalus. Analisamos até oito cantos por individuo, no final analisei as médias de
cada variavel de canto por gravagdo. As gravacdes abrangem grande parte da faixa de
distribuicao, essas incluem cantos do Mexico (N=29), Guatemala (N=4), Honduras
(N=5), Nicaragua (N=6), Costa Rica (N=17), Panama (N=32), Colombia (N=1),

Venezuela (N=6), Trinidad e Tobago (N=1) e Brasil (N=16) (Anexo 1. Fig. 3.1).

O conjunto de dados foi construido com gravagdes pessoais e de diferentes

bibliotecas de cantos nas que se incluem Macaulay Library, The Cornell Lab of



Ornithology (MALI); Fonoteca Neotropical Jacques Vielliard (FNJV); Laboratorio de
Taxonomia e Sistematica de Anuros Neotropicais (LTSAN) do professor Ariovaldo A.
Giaretta (AAGm), Fonoteca de Anfibios — UNAM, o grupo Ixchel Centro América
Alguns dos cantos incluidos aqui foram usados anteriormente em outros estudos
(Duellman & Fouquette 1968; Duellman 1970, 2001; Duellman 1997; Texeira, 2018)

(Anexo 1).
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Figura 3.1. Localizacdo das gravacdes de D. microcephalus analisadas. As figuras no mapa
indicam a localizagdo das gravagdes analisados de cada linhagens.

Como o padrao de canto basico de D. microcephalus consiste em um grupo de notas
formado por uma nota principal longa (nota primaria), seguida por uma série de notas
secundarias mais curtas (Duellman 1970; Savage 2002; Tarano 2000), decidiu-se analisar

as notas primarias e secundarias de forma independente, principalmente porque as notas



secundarias podem ter diferengas com as primdrias em alguns parametros (Duellman &
Fouquette 1968). Embora atualmente existam muitas terminologias que podem ser usadas
para definir os sons emitidos pelos animais, neste estudo os termos técnicos e definigdes

dos cantos seguem a Kohler et al. (2017).

Kohler et al. (2017) define os cantos como a principal unidade acustica na
vocalizacdo dos anuros e ¢ a categoria funcional dos cantos mais relevante para a
taxonomia. Por outro lado, as notas sdo identificadas como subunidade principal dos
cantos, separadas umas das outras por pequenos intervalos. As notas podem ser
subdivididas em pulsos, que ¢ uma Unica explosdo de energia sonora separada por forte

modulagdo de amplitude de outros pulsos (Kohler et al. 2017).

A terminologia utilizada para a descricdio dos cantos de antncio de D.
microcephalus neste estudo tem uma abordagem centrada nas notas. Assim, o canto ¢
composto por varias notas, ou seja, uma unidade de som coerente, e essa unidade ¢
subdividida em subunidades separadas por periodos (longos ou curtos) de siléncio, essas
subunidades podem ser organizadas em séries de notas (Kohler et al. 2017). As séries de

notas dos cantos de D. microcephalus serdao denominados cantos neste estudo.

3.2 Analises dos cantos

As varidveis acusticas foram analisadas com o programa Raven Pro 1.6
(Bioacoustics Research Program, 2014) através de duas representacdes visuais basicas:
oscilogramas e espectrogramas (Fig. 2.2). Os ajustes utilizados foram: tipo de janela =
Hann, tamanho = 512 FFT (Transformacao rapida de Fourier) amostras, sobreposi¢do de
50%, largura de banda do filtro 3 dB 124 Hz. Todas as outras configura¢des seguiram os
valores por defeito do Raven. Fizemos as figuras do som de D. microcephalus com o

software R (R Development Core Team, 2022) utilizando os pacotes TuneR versdo 1.0



(Ligges et al. 2013) e Seewave versdo 1.7.3 (Sueur et al. 2008), usando a funcao janela

de Hann, tamanho = 512 pontos de resolugdao FFT, sobreposicao de 90%.

3.3 Variaveis acusticas

Para este trabalho considerei analisar oito variaveis acusticas: duracio do canto
(DC): tempo desde o inicio da série de notas até¢ o final da série de notas, em
milissegundos (ms); nimero de notas (NN): nimero de notas que hé na série de notas o
no canto); durac¢ao das notas (DN): duragdao da nota emitida em um periodo de tempo
definido, em milissegundos (ms); pulso por notas (P/N): nimero de pulsos em uma nota;
intervalo entre notas (IEN): o intervalo entre duas notas consecutivas dentro do mesmo
canto, em milissegundos (ms); taxa de repeticao de notas (TRN): nimero de notas que
se repetem num periodo definido dentro de uma série de notas; frequéncia de pulso (FP):
numero de pulsos repetidos em um periodo definido dentro de uma nota; ¢ frequéncia

dominante do canto (FD): frequéncia que contém a maior energia sonora, em Hz (Hertz).

A DC e o NN ficaram como varidveis gerais (considerando nota primaria e
secundarias). Cabe ressaltar que s6 nas notas secunddrias se calculou a TRN. As variaveis

(1Pl
S

das notas secunddrias se identificam com uma no final da sigla. A média aritmética
de todas as variaveis dos cantos foi obtida para cada gravacdo (=individual) e, portanto,

usada para analises estatisticas.
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Figura 3.2. Canto de anuncio de D. microcephalus de um individuo do Panamd. A) Oscilograma
de um canto composto por uma série de notas (notas primarias e secundarias) indicando as
variaveis temporais medidas (DC= duracao do canto; DN= dura¢do da nota; I[EN=intervalo entre
nota). B) Oscilograma de uma nota primaria indicando as variaveis temporais medidas (PN=
pulsos por nota). C) Espectrograma de um canto composto por uma série de notas (notas primarias
y secunddrias) indicando a varidvel espectral medida (FD= Frequéncia dominante notas
Secundarias). D) Espectrograma de uma nota primaria indicando a variavel espectral medida
(FD= Frequéncia dominante notas primarias). O oscilograma (A, B) ¢ apresentado como eixo de
amplitude (y) em funcdo do eixo tempo em segundos (x) e nos espectrogramas (C, D) a frequéncia
¢ apresentada em kHz (y) em fungdo do eixo tempo em segundos (x). Oscilograma e
espectrogramas feitos com o pacote Seewave de R (Sueur et al. 2008) com fungdo de janela de
Hann, resolucdo de 512 bandas.

3.4 Anadlise de dados
Para realizar as analises estatisticas, em primeiro lugar, os cantos foram atribuidos
de acordo com as distribui¢cdes das linhagens descritas por Duellman (1970, 2001), ou

seja, os cantos que se estendem do México ao noroeste da Costa Rica correspondem a D.
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m. underwoodi (N=50); os individuos com gravacdes que se distribuem desde as planicies
do Pacifico no sudeste da Costa Rica até a Colombia, foram considerados como sendo da
linhagem D. m. microcephalus (N=44); cantos de localidades encontradas desde o norte
da América do Sul (incluindo Trinidad & Tobago) até a bacia amazdnica correspondem
a linhagem D. m. misera (N=14);. Analisamos também cantos registrados no Brasil que
estdo fora da area de distribuicdo das demais linhagens, e que alguns autores estdo
identificando como D. microcephalus, essas populagdes foram consideradas como uma

nova linhagem D. m. ssp. (N=9).

Estatisticas descritivas foram calculadas para cada varidvel do canto das linhagens.
Posteriormente, as linhagens (variaveis preditoras) foram comparadas usando as varidveis
de canto (varidveis respostas) disponiveis para todos os individuos, sete temporais (DC,
NN, DN, PN, IEN, TRN, FP) e uma espectral (FD). Para comparagdes entre populagoes,
foram realizadas Modelos Lineares Generalizados (GLM) com a familia Gamma. Nas
analises em que as comparagdes foram significativas (P<0.05), foi realizado um teste de
Tukey usando o pacote multcomp (Hothorn et al. 2008) para determinar quais grupos

diferiram significativamente.

Com o fim de verificar se as variaveis do canto de D. microcephalus agrupam as
populacdes estudadas de acordo com as linhagens propostas por Duellman (1970, 2001),
foi realizada andlise de componentes principais (PCA) usando as variaveis dos cantos de
forma conjunta (cantos de notas primarias com cinco varidveis vs notas secundarias com
seis varidveis) para todas as linhagens de D. microcephalus. As anélises de PCA foram
feitos utilizando os pacotes “FactoMineR” (Kassambara & Mundt 2020) e "factoextra"
(Le et al. 2008), “vegan” (Oksanen et al. 2022), “lattice” (Sarkar & Deepayan 2008) e

“permute” (Simpson 2002).
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Os trés PCs que explicaram a maior variancia foram extraidos para descrever as
diferencas nas varidveis dos cantos de antncio de D. microcephalus. Além disso,
verificamos a varia¢ao dos cantos comparando os PCs ao longo de gradientes latitudinais
usando regressao linear com modelos lineares generalizados (GLM) usando a familia
Gaussian. Todos os graficos foram gerados com o pacote “ggplot2” do R (Wickham

2016). Todas as analises foram feitas no software R versao 4.2.1 (R Core Team, 2022).

4. Resultados

Foram analisadas 428 notas primarias e 1331 notas Secundarias do canto de anincio
de D. microcephalus. O canto de anlincio das linhagens D. m. microcephalus, D. m.
misera (populagdes de Venezuela e Trinidad & Tobago) e D. m. underwoodi tem a mesma
estrutura bésica. O canto consiste em uma série de notas pulsadas que se repetem em
intervalos longos. Sempre comeca com uma nota primaria, seguida por varias notas
secundarias que variam em trés, quatro, cinco ou até dezessete notas em D. m. misera e
D. m. underwoodi, alternam-se regularmente, o que significa que o mesmo individuo pode
produzir cantos com diferentes nimeros de notas, essas notas secundarias t€ém dois grupos
de pulsos, ou seja, possuem dois grupos de pulsos seguidos, o primeiro mais curto que o

segundo (Fig. 4.1-A, B e C).

A estrutura do canto para a linhagem D. m. misera individuos do Brasil e D. m. ssp
difere em algumas caracteristicas (Fig. 4.1-D) em relacdo com as outras linhagens. Por
exemplo, a nota primaria estruturalmente ndo tem muita diferenca com as notas
secundarias. Também as notas secundarias ndo tém dois grupos de pulsos como nos

cantos das outras linhagens.
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Figura 4.1. Espectrogramas comparativos (acima) e oscilogramas (abaixo) que exemplificam a
diferenga em algumas variaveis dos cantos de antincio entre as linhagens de D. microcephalus.
A) Canto de antincio de um individuo de D. m. underwoodi da Costa Rica. B) Canto de anuncio
de um individuo de D. m. microcephalus do Panama. C) Canto de antincio de um individuo de D.
m. misera da Venezuela. D) Canto de antincio de um individuo de D. m. ssp do Brasil. Os
espectrogramas foram feitos com o pacote R Seewave (Sueur et al. 2008a) com a fun¢ao de janela
Hanning em resolu¢do FFT de 512 bandas.

4.1 Descricao de variaveis acusticas.
A descricao de algumas varidveis acusticas medidas para cada linhagem neste

estudo sdo descritas em seguida:

4.1.1 D. m. underwoodi
A duracao do canto em média é de 618,50 + 203,7 ms, o aumento ou diminuicao da

duragdo vai variar de acordo com a quantidade de notas. Em média, o nimero de notas ¢
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2,07 = 1,168. A nota primdria tem duragdo maior que as notas secundarias (primarias=
97,79 £ 14,76 ms e 85,36 = 11,96 ms nas secundarias). O nimero de pulsos por nota em
média ¢ 21,53 + 4,18 nas notas primarias e 17,06 £+ 2,93 nas secundarias. O intervalo entre
anota primaria e a primeira secundaria ¢ de 140,1 + 30,61 ms e entre as notas secundarias
em média ¢ de 141,92 = 27,00 ms. Da mesma forma que as outras linhagens, as notas
primarias e secundarias sdo espectralmente semelhantes. A frequéncia dominante em
média ¢ 5216 + 1114,62 Hz nas notas primarias ¢ 5185 + 1116,24 Hz nas notas

secundarias (Tabela 4.1).

4.1.2 D. m. microcephalus

O canto desta linhagem dura em média 910,21 + 344,53 ms, sendo que a duracdo
pode aumentar ou diminuir dependendo do numero de notas executadas. Em média o
numero de notas ¢ 2,88 + 2,22, A nota primaria tem duragdo maior que as secundarias
(primérias=100,85 + 20,33 ms e 82,61 = 15,62 ms nas secunddrias). O niimero de pulsos
por nota em média ¢ 21,88 £ 6,25 nas notas primarias e 14,77 + 2,62 nas secundarias. O
intervalo entre a nota primaria e a primeira secundaria ¢ de 152,34 + 28,86 ms e entre as
notas secundarias em média € de 147,26 + 28,04 ms. As notas primarias e secundarias sdo
espectralmente semelhantes. A frequéncia dominante (FD) ¢ a varidvel com menor
diferenca, sendo de 5383 + 763,23 Hz nas notas primarias e 5422 + 571,64 Hz nas notas

secundarias (Tabela 4.1).

4.1.3 D. m. misera

A duragdo do canto nesta linhagem em média ¢ de 897,8 + 628,48 ms, também o
aumento ou diminui¢do da duracdo dependera do nimero de notas. Em média o numero
de notas ¢ 4,04 = 3,31. A nota primdria tem duracdo maior que as notas secundarias
(primarias=55,28 + 39,58 ms e 51,92 &+ 33,86 ms nas secundérias). O nimero de pulsos

por nota em média ¢ 8,00 + 4,21 nas notas primarias e 7,41 + 4,25 nas secundarias. O
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intervalo entre a nota primaria e a primeira secundaria ¢ de 181,80 ms = 72,07 ms e entre
as notas secundarias em média ¢ de 188,6 = 79,10 ms. As notas primarias e secundarias
sao espectralmente semelhantes. A frequéncia dominante ¢ a variavel com menor
diferenca, sendo de 4860 + 1035,49 Hz nas notas primdrias ¢ 4961 = 1016.39 Hz nas

notas secundarias (Tabela 4.1).

4.1.4 D. microcephalus ssp.

A duragdo do canto nesta linhagem ¢ a maior em relagao as demais linhagens, com
média de 1136,00 + 889,24 ms, também o aumento ou diminui¢do da duracao ira variar
de acordo com o numero de notas. Em média o nimero de notas € 3,27 = 2,35. Em média
a nota primaria tem duragdo maior que as notas secundarias (primarias= 27,11 £+ 13,59
ms e 21,70 = 9,52 ms nas secunddrias). O nlimero de pulsos por nota em média € 5,69 +
2,71 nas notas primarias e 5,00 &= 1,93 nas secundarias. O intervalo entre a nota primaria
e a primeira secundaria ¢ de 238,30 = 112,05 ms ¢ entre as notas secundarias em média ¢é
de 218,91 + 109,38 ms. Da mesma forma que as outras linhagens, as notas primarias e
secundarias sdo espectralmente semelhantes. A frequéncia dominante média ¢ 5724 +

694,28 Hz nas notas primarias e 5703 + 666,24 Hz nas notas secundarias (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Parametros actsticos do canto de antuincio de D. microcephalus. Os valores estdo expressos como médias, desvio padrao (DP) e valores minimos e
maximos (Min — Max). As variaveis temporais (DC, DN, IEN, DNs, IENs, TRs) estdo expressos como milissegundos (ms) € as variaveis espectrais (FD, FDs)
estao expressos como Hz (Herzt).

D. m. underwoodi (N=50) D. m. microcephalus (N=44) D. m. misera (N=14) D. m. ssp (N=9)
Média + DP Min - Max Média + DP Min - Max Média+ DP  Min-Max  Média+ DP Min - Max
897,80 + 235,80 - 1136,00+
DC 618,50 £203,75 273,70 - 1084,60 910,20 + 344,53 356,00 - 2230 628.49 24233 889,24 447,50 - 2784,50
NN 2,08 £1,17 1,00 - 7,00 2,88 £2.22 1,00 - 17,00 4,04+331 1,00-17,00 3,27+2,35 1,00 - 12,00
Variaveis das notas primarias
DN 97,79 + 14,78 63,42 — 127,98 100,85 £ 20,33 40,29 - 133,20 55,28 + 39,58 gigo 27,11+ 13.59 8,00 — 44,55
PN 21,53 +£4,18 12,75 - 35,00 21,87+ 6,25 9,11 — 46,00 8,00+421 3,14-1425 5,69+2,71 2,00 -9,25
181,80 = 102,60 - 238,30 +
IEN 140,10 £ 30,61 89,50 - 281,40 152,34 £ 28,86 65,97 - 211,80 72,07 348,40 112,04 165,20 - 459,40
FP 0,22 +0,03 0,14 - 0,30 0,22 £ 0,04 0,09 - 0,31 0,18 £ 0,04 0,10-0,22 0,22 +0,04 0,17 -0,28
4860 + 5724 +
FD 5216 +1114,62 2541 - 6219 5383 + 763,24 2584 - 6230 1035.49 3375 -7215 694,27 4500 - 6503
Variaveis das notas Secundarias
DNs 85,36 £ 11,96 65,23 - 113,60 82,61 £ 15,62 36,66 - 133,20 51,92 +33,86 11%‘3980 21,704 +£9,52 7,70 - 34,03
PNs 17,06 +2,93 10,50 - 23,00 14,76 + 2,62 9,11 -20,33 741+425 1,00-14,81 5,00+1,93 2,00-7,31
IENs 141,92 +£27,00 87,62 -248,01 147,26 £ 28,04 65,97 -196,90 188,60+ 79,1 92,80 - 218,91+ 99,32 - 410,79
341,50 109,38
TRNs 0,37+0,18 0,00 - 0,79 0,22+0,17 0,00 - 0,75 0,39 +0,27 0,08-0,94 0,2189+0,13 0,04 - 0,42
FPs 0,20 + 0,03 0,14 - 0,27 0,18 £ 0,03 0,09 - 0,28 0,16 £ 0,05 0,06 -0,24 0,24 +0,04 0,21 -0,32
FDs 5185+ 1116,24 2567 - 6169 5422 + 571,64 3204 - 6225 4961 £ 1017 3638 - 7215 22221 4482 - 6403
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4.2 Comparacoes entre os cantos das linhagens

Existe diferenca na maioria das varidveis de canto, exceto para as FDs das notas
secundarias. A DC difere entre as linhagens (y*= 26,08, df= 3, p <0,001), com D. m. ssp
e D. m. microcephalus, tendo em média DC maior. A DC de D. m. underwoodi ¢ a inica
que difere das outras linhagens (<0,05). Também houve diferenca entre as linhagens no
NN por canto (¥* = 9,45, df= 3, p <0,02). Em média D. m. misera tem um maior NN por
canto em comparacdo com as outras linhagens. No NN por canto hd apenas diferenca
entre D. m. microcephalus e D. m. misera (<0,05). Todas as comparagdes pareadas entre

as linhagens realizadas com os testes de Tukey sdo apresentadas na Tabela 4.2, Fig. 4.2.

2000

Ndmero de notas por canto
B

Durag&o do canto (ms)

1000 ‘

D.m. D.m. D. m. misera D.m.ssp D.m. D.m. D. m. misera D. m.ssp
underwoodi  microcephalus underwoodi  microcephalus

Subespecies Subespecies

Figura 4.2. Comparagdo das variaveis do canto de anuncio de D. microcephalus entre linhagens.
As letras que estdo compartilhadas entre linhagens indicam que ndo ha diferenca, as letras que
nao compartilham entre linhagens indicam diferenca. A barra horizontal indica a mediana, cada
bloco representa 50% dos dados, a linha vertical o intervalo de 95% e os pontos vermelhos
representam outliers.
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Tabela 4.2. Resultados das analises comparativas em pares da duragdo do canto (DC) e o nlimero
de notas (NN) dos cantos de antincio entre linhagens de D. microcephalus realizadas com os testes
de Tukey. Os valores sdo expressos como y>= estatistica qui-quadrado, P= valor estatistico do
teste (< 0.05= significativo). Os valores marcados em negrito sdo variaveis que diferem
significativamente entre as linhagens.

) . DC NN
Linhagens /Variaveis - P ” P
D. m. misera vs D. m. microcephalus 0,099 0,99 -3,06 0,01
D. m. ssp vs D. m. microcephalus -1,44 0,46 -0,67 0,91
D. m. underwoodi vs D. m. microcephalus 4,09 <0,001 -1,92 0,21
D. m. ssp vs D. m. misera -1,24 0,59 1,47 0,45
D. m. underwoodi vs D. m. misera 2,99 0,01 1,67 0,33
D. m. underwoodi vs D. m. ssp 4,41 <0,001 -044 0,97

Todas as variaveis das notas primarias diferem entre linhagens, exceto entre D. m.
underwoodi ¢ D. m. microcephalus. No caso da DN (y? = 136,73, df= 3, p <0,001), ha
difere entre D. m. misera e D. m. spp (<0,05) e essas duas linhagens difere com D. m.
underwoodi ¢ D. m. microcephalus (<0,05). Nos PN (y* = 222,13, df= 3, p <0,001) as
linhagens D. m. ssp € D. m. misera nao difere entre eles (>0,05), mas se diferem com D.
m. underwoodi e D. m. microcephalus (<0,05). Na FD (y*=8,11, df=3, p <0,001) apenas
a linhagem D. m. misera difere com as linhagens D. m. microcephalus e D. m. ssp (<0,05).
Em todas essas varidveis a média € mais alta em D. m. underwoodi e D. m. microcephalus
em comparagdo com as outras linhagens. No caso do intervalo entre a nota primaria e a
primeira nota secundaria (x> = 52,36, df= 3, p <0,001) a dura¢do € maior em D. m. ssp €
difere das outras linhagens (<0,05). Entre D. m. misera ¢ D. m. underwoodi também ha
diferenca (<0,05). Também a FP difere entre linhagens (y* = 19,85, df= 3, p <0,001),
sendo D. m. misera a inicas linhagens que difere entre as outras (<0,05) tendo uma menor
FP em comparagdo com as outras linhagens. Todas as comparacdes em pares entre

linhagens realizadas com os testes Tukey sdo apresentadas na Tabela 4.3, Fig. 3.3.
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Tabela 4.3. Resultados das analises comparativas em pares de todas as variaveis das notas primarias (DN= duracao da nota; PN= pulsos por nota; IEN= intervalo
entre a nota primaria e a primera secundaria; FP= Frequéncia de pulso e FD= Frequéncia dominante) dos cantos de antncio entre linhagens de D. microcephalus
realizadas com os testes de Tukey. Os valores sdo expressos como y>= estatistica qui-quadrado, P= valor estatistico do teste (< 0,05= significativo). Os valores
marcados em negrito sdo variaveis que diferem significativamente entre as linhagens.

Linhagens /Variaveis DN PN IEN £P D
X P X P X P X P X P
D. m. misera vs D. m. microcephalus 539 <0,001 8,18 <0,001 -2,27 0,10 3,72 <0,001 2,39 <0,05
D. m. ssp vs D. m. microcephalus 7,09 <0,001 7,55 <0,001 -557 <0,001 -041 0,98 -0,68 0,90
D. m. underwoodi vs D. m. microcephalus 0,89 0,78 0,69 0,88 2,41 0,07 -0,64 0,92 1,34 0,52
D. m. ssp vs D. m. misera 4,59 <0,001 2,20 0,10 -2,70 0,03 -3,23 0,006 -2,38 <0,05
D. m. underwoodi vs D. m. misera -5,03 <0,001 -7,99 <0,001 4,13 <0,001 -4,14 <0,001 -1,56 0,38
D. m. underwoodi vs D. m. ssp -6,95 <0,001 -7,44 <0,001 7,43 <0,001 0,05 0,99 1,48 0,43
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Figura 4.3. Comparagdo das variaveis das notas primarias do canto de antncio de D.
microcephalus entre linhagens. As letras que estdo compartilhadas entre linhagens indicam que
ndo ha diferenca, as letras que ndo compartilham entre linhagens indicam diferenga. A barra
horizontal indica a mediana, cada bloco representa 50% dos dados, a linha vertical o intervalo de
95% e os pontos vermelhos representam outliers.
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No caso das notas secunddrias, na maioria das varidveis ha diferenga entre as
linhagens, apenas na FDs nao houve diferenca (y* = 5,77, df=3, p =0,12). Na DNs (y* =
159,13, df=3, p <0,001) as linhagens D. m. underwoodi e D. m. microcephalus tem maior
DNs e difere com D. m. misera e D. m. ssp (<0,05). Nos PNs (¥* = 201,09, df= 3, p
<0,001) todas as linhagens variam entre todas (<0,05). Nos IENs (¥*> = 38,16, df= 3, p
<0,001) a duragdo ¢ maior em D. m. misera € D. m. ssp e diferem com as linhagens D. m.
underwoodi ¢ D. m. microcephalus (<0,05). Na TRNs também ha diferenca entre as
linhagens (y* = 24,70, df= 3, p <0,001) D. m. underwoodi difere com D. m. microcephalus
e D. m. spp (<0,05), além disso D. m. microcephalus difere com D. m. misera (<0,05).
Na FPs ha diferencas entre as linhagens (y*> =49,12, df=3, p <0,001) apenas D. m. misera
e D. m. microcephalus nao tem diferenca (>0,05). Todas as comparagdes em pares entre

linhagens realizadas com os testes Tukey sdo apresentadas na Tabela 4.4, Fig. 4.4.
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Tabela 4.4. Resultados das analises comparativas em pares de todas as variaveis das notas Secundarias (DNs= duracdo das notas Secundarias; PNs= pulsos
por nota das notas Secundarias; IENs= intervalo entre notas Secundarias; TRNs= Taxa de repeti¢do das notas Secundarias; FPs= Frequéncia de pulso das
notas Secundarias e FDs= Frequéncia dominante das notas Secundarias) dos cantos de antincio entre linhagens de D. microcephalus realizadas com os testes
de Tukey. Os valores sdo expressos como y*>= estatistica qui-quadrado, P= valor estatistica do teste (< 0,05= significativo). Os valores marcados em negrito
sdo variaveis que diferem significativamente entre as linhagens.

Linhagens /Variaveis DNs PNs IENs TRNs FPs FDs
g V. P Ve P e P 1 P 1 P ya P
D. m. misera vs D. m.
microcephalus 483 <0,001 7,5 <0,001 -324 0,007 -2,94 0,02 1,41 0,48 1,75 0,28
D.m.sspvs D.m.microcephalus 5 g0 _ o001 747  <0,001 -4,72 <0001 028 099 -621 <0001 -0,71 0,89
D. m. underwoodi vs D. m.
microcephalus 0,16 0,99 -2,40 0,05 1,23 0,60 -431 <0,001 -3,55 0,002 143 0,47
D.m. ssp vs D.m. misera 586 <0001 284 002 -144 047 205 016 -592 <0001 -192 021
D. m. underwoodi vs D. m.
misera 494 <0,001 -8,07 <0,001 425 <0001 -030 099  -3,68 0,001 -084 083
D. m. underwoodi vs D. m. ssp
787 <0,001 -7,99 <0,001 568 <0,001 -242 0,05 392 <0,001 1,58 0,38
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Figura 4.4. Comparacdo das variaveis das notas secundarias do canto de antncio de D.
microcephalus entre linhagens. As letras que estdo compartilhadas entre linhagens indicam que
ndo ha diferenga, as letras que ndao compartilham entre linhagens indicam diferenga. A barra
horizontal indica a mediana, cada bloco representa 50% dos dados, a linha vertical o intervalo de
95% e os pontos vermelhos representam outliers.
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4.3 Analises de agrupamento das linhagens baseadas nas variaveis dos cantos

Andlises quantitativas dos cantos baseadas em variaveis aclsticas de notas
primarias e secundarias nas linhagens de D. microcephalus mostraram variagdo
significativa entre as linhagens. Os trés primeiros PCAs explicaram 65% da variancia
total representada pelas variaveis dos cantos. O primeiro eixo do PC capturou 33.89%, o

eixo 2 capturou 16.77% e o eixo 3 capturou 14.32%.

As varidveis com maior influéncia em geral foram a DC, DN, DNs, FD, FDs. A DN
e DNs, assim como os PN, PNs e os IEN, IENs foram as varidveis mais influentes no eixo
1 do PCA. No caso do eixo 2, as variaveis que tiveram maior influéncia foram a FP e FPs,
assim como a FD e FDs. A DC em conjunto com a TRNs e a FDs influenciaram o eixo 3

(Tabela 4.5).
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Tabela 4.5. Resultados da analise de componentes principais (PCA) para as variaveis dos cantos de anuncio de D. microcephalus analisadas. Os valores sdo
expressos como % de contribui¢do, correlagao, P (< 0.05= significativo). Os valores marcados em negrito sdo as variaveis com maior contribuicdo em cada

PC.

Variaveis do
canto com N =
117 observacgdes

PC1

PC2

PC3

Contrib (%) Corr P Contrib (%) Corr P Contrib (%) Corr P
DC 4,048 -0,422 < 0,001 2,007 -0,209 < 0,001 33,961 0,795 < 0,001
NN 0,020 0,029 - 2,190 0,219 < 0,001 0,913 -0,130 -
DN 17,389 0,875 < 0,001 4,869 -0,326 < 0,001 3,976 0,272 < 0,001
PN 15,433 0,824 < 0,001 0,026 0,024 - 5,207 0,311 < 0,001
IEN 12,497 -0,741 < 0,001 0,725 -0,126 - 5,166 0,310 < 0,001
FP 0,539 0,154 - 17,879 0,624 < 0,001 0,575 0,103 -
FD 0,584 0,160 - 23,077 0,709 < 0,001 6,786 0,355 < 0,001
DNs 17,553 0,879 < 0,001 4,815 -0,324 < 0,001 1,545 0,169 -
PNs 18,069 0,892 < 0,001 0,205 0,067 - 0,299 0,074 -
IENs 12,952 0,755 < 0,001 0,901 -0,140 - 4,274 0,282 < 0,001
TRNs 0,251 0,105 - 0,075 0,040 - 26,109 -0,697 < 0,001
FPs 0,378 -0,129 - 23,137 0,710 < 0,001 2,434 -0,213 < 0,001
FDs 0,285 0,112 - 20,093 0,661 < 0,001 8,754 0,404 < 0,001
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Os dois primeiros eixos do PCA agrupam um grande grupo formado pelas
linhagens D. m. microcephalus, D. m. underwoodi ¢ alguns individuos de D. m. misera
com alta semelhanga nas variaveis DC, DN, PN, IEN, DNs, PNs, IENs (Fig. 4.5 - A). A
maioria dos individuos da linhagem D. m. microcephalus, D. m. underwoodi e alguns
individuos de D. m. misera com distribui¢ao na Venezuela, estdao localizados em extremos
opostos do PC1 em relacao aos individuos de D. m. misera do Brasil e aos individuos da
linhagem D. m. ssp. com distribuicdo mais para o centro do Brasil (Fig. 4.5-B). As
linhagens estdo localizadas ao longo do PC2 de acordo com DC, NN, DN, FP, FD, DN,
FPs, FDs. No PC3 as linhagens estdo localizadas de acordo com DC, DN, PN, IEN, FD,

IENs, TRNs, FPs e FDs (Fig. 4.5).

A B
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PC2 (16.8%)
N
PC2(16.8%)

@ D. m. microcephalus
OD. m. misera

CD. m. ssp

&l
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-5
PC1 (33.9%)

Figura 4.5. Ordenagdo de 117 gravacdes dos individuos das linhagens de D. microcephalus
identificadas neste estudo com base na analise de componentes principais (PCA). A) PCAs do
agrupamento segundo as varidveis de canto das linhagens de D. microcephalus. B) PCAs do
agrupamento segundo a localizacdo por pais de cada gravagdo D. microcephalus.

Com a exclusdo dos cantos de individuos do Brasil considerados dentro da
linhagem D. m. misera, as variaveis de canto dos individuos de D. m. misera da Venezuela

(N=06) e Trinidad & Tobago (N=1) tém em média DC= 1108,1 (341,8 - 2423,3) ms; NN=
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2,85 (2,00 - 17); para as notas primarias, os valores sao: DN= 82,79 ( 32,23 - 128,20) ms;
PN= 11,48 (6,33 - 14,25); IENs= 146,4 (102,6 - 240,1) ms; FP= 0,16 (0,09 - 0,22)
pulsos/ms; FD=4638 (3375 - 6675) Hz; e para as notas secundarias os valores sao: DNs=
76,48 (29,22- 114,90) ms; PNs= 10,94 (5,92 - 14,46); IENs= 136,9 (92,8 - 206,1) ms;
TRNs= 0,23 (0,08 - 0,38) notas/ms; FPs= 0,16 (0,10- 0,24) pulsos/ms; FDs=4841 (3638

- 6556) Hz.

4.4 Analises da relacdao do PCA 1 com a latitude

Ao testar a variagdo do canto do anuncio ao longo dos gradientes latitudinais (de
sul para norte), verificamos que existe correlagcdo positiva entre as variaveis do PCA 1
(DC, DN, PN, IEN, DNs, PNs, IENs) e os clines latitudinais, as variaveis aumentam de
sul para norte (r= 0,40, P < 0,001) (Fig. 4.6). Por outro lado, as varidaveis do PCA 2 e
PCA3 ndo tem relacdo significativa com a latitude (PCA 2=P > 0,503 e PCA 3=P >

0,066).
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Figura 4.6. Correlagao entre latitude e as variaveis do PCA 1. O sombreado cinza corresponde

a intervalo de confianga de 95%.
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5. Discussao

As variaveis do canto de antincio de D. microcephalus mostram variagao geografica
significativa entre as linhagens em sua area de distribuicao. As analises de comparagao
indicam que ha variagdo na maioria das variaveis do canto entre as linhagens de D.
microcephalus. Consequentemente, as analises de PCA agrupam duas grandes
populagdes de acordo com as varidveis de canto DN, DNs, PN, PNs, IEN, IENs. Os
individuos das linhagens D. m. microcephalus, D. m. underwoodi e os individuos da
linhagem D. m. misera da Venezuela estdo em extremos opostos da PCA 1 em relagao
aos individuos de D. m. misera do Brasil e aos individuos da linhagem D. m. ssp. Além
disso, as variaveis que mais influenciam os PCAs variam latitudinalmente de norte a sul,
as linhagens do sul (D. m. misera) tém variaveis de canto mais baixas e aumentam nas

espécies do norte (D. m. microcephalus e D. m. underwoodi).

Nossos resultados confirmam que a estrutura do canto de antiincio entre as linhagens
D. m. microcephalus, D. m. misera (individuos da Venezuela e Trinidad & Tobago) e D.
m. underwoodi é consistente com as descri¢des em outros estudos (Duellman & Fouquette
1968; Fouquette 1968; Duellman 1970 e 2001; Tarano 2000; Savage 2002). Os cantos
consistem em série de notas pulsadas repetidas em intervalos longos. O canto comeca
com nota introdutéria ou primaria (ndo pareada), que ¢ seguida por varias notas
secundarias (pareadas) compostas por dois grupos de pulsos, os cantos podem chegar a
17 ou mais notas secundarias (geralmente de 1 a 4), esse padrao basico ¢ o mesmo em
todas as trés linhagens. No entanto, a estrutura do canto das populacdes do Brasil central
identificadas como D. microcephalus por Bernarde (2007) e Texeira (2018) e
denominadas neste estudo como D. m. ssp difere em estruturalmente em relagdo as outras

linhagens. A nota primaria ¢ semelhante a nota secundaria, elas t€ém a mesma estrutura,
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ou seja, as notas secundarias ndo tém dois grupos de pulsos como nas outras linhagens.
Texeira (2018) menciona essa diferenga na estrutura dos cantos analisados de D.

microcephalus.

A duragdo das notas (primarias e secundarias), o nimero de pulsos (notas primarias
e secundarias), o intervalo entre as notas (primdrias e secundarias) e a frequéncia de
pulsos (notas secundarias) foram as varidveis do canto de antincio que mais diferem entre
as linhagens. Ryan (1988) menciona que as variaveis temporais evolutivamente tém mais
variagdo, principalmente porque estdo sob controle fisioldogico ou comportamental. Por
outro lado, as varidveis espectrais, que estdo sob controle morfoldgico t€ém menos
variacdo. Varios estudos mostraram que as variaveis abioOticas, como temperatura e
umidade do ar, s3o as que mais influenciam as variaveis temporais de diferentes anuros
(Platz 1988; Ryan & Wilczynski 1991; Guimaraes & Bastos 2003; Lingnau & Bastos
2007; Morais et al. 2012; Bee et al. 2013). Schneider (1977) até considera que a duracdo
do canto ou da nota depende da temperatura. Embora as varidveis temporais sejam mais
influenciadas pelo ambiente, as varidveis morfologicas, como o tamanho do corpo,
também podem influenciar os parametros temporais do canto, conforme ja documentado
em alguns estudos. Por exemplo, Prohl (2003); Gasser et al. (2009) registram influéncia
nas taxas de canto; Toledo & Haddad (2009) na duragdo do canto e Gambale et al. (2014)

no nimero de pulsos e na duragio das notas.

Nao descartamos que a temperatura, o tamanho do corpo ou outros aspectos sociais
influenciem as varidveis do canto entre as linhagens, principalmente porque todas essas
variaveis variam com a latitude (Ashton 2004). Essas variaveis poderiam explicar a
variacdo dos cantos de anuncio entre as linhagens ao longo do gradiente latitudinal,
principalmente porque as varidveis DN, PN e IEN da nota primaria e a DNs, PNs e IENs

das notas Secunddrias tem menor duragdo na linhagem que se encontra no sul D. m.
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misera ¢ aumentam nas linhagens D. m. microcephalus ¢ D. m. underwoodi que se
encontram no norte. No entanto, entre essas ultimas linhagens D. m. microcephalus tem
variaveis do canto maiores quando comparada com D. m. underwoodi. Vale ressaltar que
Duellman (1970,2001) ja tinha observado que as variaveis do canto sdo maiores em D.
m. microcephalus e registrou variacao na duragdo das notas primadrias entre individuos da
linhagem de D. m. underwoodi, onde as notas primdrias das populagdes do México

tiveram maior duragdo que as das populacdes do sul (e.g., Nicaragua, Costa Rica etc.).

As andlises exploratorias com PCAs sugerem que hé dois grupos bioactsticos, um
grupo composto pelas linhagens existentes: D. m. underwoodi, D. m. microcephalus e D.
m. misera (s6 as populagdes de Venezuela e Trinidad & Tobago), e outro grupo formado
por os individuos de D. m. misera provenientes do Brasil e os individuos identificados
neste estudo como D. m. ssp. Os resultados obtidos fornecem evidéncias de que os cantos
de D. m. underwoodi, D. m. microcephalus ¢ D. m. misera (populagdes da Venezuela)
tém cantos qualitativa e quantitativamente diferentes do que D. m. misera do Brasil e de
D. m. ssp. Existem diferentes mecanismos de isolamento reprodutivo que podem estar
envolvidos entre as linhagens de D. microcephalus estudadas. Um desses mecanismos €
o isolamento etoldgico, que ja foi estudado em diferentes espécies de anuros da América
Central (Blair 1972; Duellman 1963b; Duellman & Trueb 1966; Duellman & Fouquette
1968), incluindo espécies do grupo D. microcephalus. Fouquette (1960) encontrou que o
canto de anuncio ¢ o principal mecanismo de isolamento que opera entre as espécies D.
ebraccatus, D. microcephalus e D. phlebodes. Esse mecanismo de isolamento também
pode estar relacionado com as diferencas no canto de anuncio entre as linhagens incluidas
neste estudo, levando a diferencas no comportamento de acasalamento que podem reduzir
a capacidade de se reproduzir entre individuos das diferentes linhagens de D.

microcephalus. Isso se deve a capacidade das fémeas em distinguir os cantos de sua
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propria espécie dos cantos de outras espécies, como ja relatado em diferentes espécies da
familia Hylidae (Martof & Thompson 1958; Little-john & Michaud 1959; Snyder &

Jameson 1965; Duellman 1967) o que pode ser aplicavel as linhagens.

Como os cantos de anuncio podem atuar como mecanismo pré-zigotico de
isolamento reprodutivo e podem ser fator importante na formagao de novas espécies ao
longo do tempo, consideramos que os cantos de anuncio dos individuos do Brasil (tanto
os identificados como D. m. misera como os D. m. ssp) analisados neste estudo
provavelmente correspondem a espécie nao descrita. Para definir a inclusao dessa espécie
dentro do género Dendropsophus sdo necessarios novos estudos que incluam um maior
numero de individuos, maior cobertura espacial e a analise de dados ndo s6 de cantos,

mas dados morfoldgicos e moleculares.

Os parametros DN, DNs, IEN, IENs encontrados em nosso estudo para as
populagdes da Venezuela e Trinidad & Tobago sdo coincidentes com os descritos
anteriormente por Fouquette (1968), Duellman (1997) e Térano (2010) para diferentes
populagdes de Venezuela (Acarigua, El Dorado e Km 13 e da Planicie Central), enquanto
o nimero de PN ¢ mais baixo nas nossas analises para as notas primarias e mais alto para
as notas secundarias. Os FD das notas (primarias e secundarias) apresentam valores
inferiores em nossa analise aos relatados por Fouquette (1968), Duellman (1997) e Tarano
(2010). Da mesma forma, o TRNs ¢ menor em nossa andlise do que o relatado por

Fouquette (1968).

Embora apresentem a mesma estrutura de canto, foram identificadas diferencas em
certas variaveis temporais do canto entre D. m. underwoodi, D. m. microcephalus e D. m.
misera. D. m. misera varia de D. m. microcephalus em NN, PN, FP e FPs e de D. m.

underwoodi na DC, PN, PNs, FP e FPs. Com relacdo a variavel espectral FD, ndo foi
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registrada diferenca nem na nota primaria nem secundarias entre as linhagens. Em nossa
analise, nao encontramos diferencas significativas entre D. m. underwoodi ¢ D. m.
microcephalus para as variaveis temporais € espectrais de canto da nota primaria. No
entanto, a DC e os parametros das notas secundarias PN, TRN e FP diferiram entre as
linhagens. A diferenca na duragdo do canto na linhagem D. m. underwoodi em relagao as
outras linhagens ¢ explicada pela relagdo entre o numero de notas que influenciam a
duracdo do canto. Estudos prévios reportaram até 18 notas por canto para D. m.
underwoodi (Duellman & Fouquette, 1968; Duellman, 1970, 2001), enquanto neste
estudo os cantos analisadas de D. m. underwoodi atingiu sete notas e 17 notas em D. m.
microcephalus e D. m. misera. Os cantos designados aqui como pertencentes a
Dendropsophus m. ssp. identificados como D. microcephalus foram registrados em
Espigdo d'Oeste, no estado de Rondonia (Bernarde 2007; Texeira 2018), no estado de
Goias e no estado de Mato Grosso. Texeira (2018) estudou os cantos das populacdes de
Rondonia e encontrou valores para dura¢do da nota, nimero de pulsos, dura¢do do pulso
e frequéncia dominante que estdo dentro dos intervalos relatados para as outras linhagens
identificadas. No entanto, neste estudo encontramos diferencas na maioria das variaveis
temporais, por exemplo, D. m. microcephalus varia na DN, DNs, PN, PNs, IEN, IENs,
FPs ¢ FPs; e em D. m. underwoodi varia na DC, DN, DNs, PN, PNs, IEN, IENs, FPs ¢
TRNSs; com D. m misera varia na DN, DNs, IEN, IENs, FPs, FP, FPs e FD. Unicamente
D. m. misera variou na variavel espectral FD. Apesar de encontrar similaridade em
algumas varidveis acusticas, Texeira (2018) também conclui que esses cantos sdo

diferentes daquelas caracteristicas de D. microcephalus.

A reavaliagdo de muitas espécies ja foi realizada usando apenas a andlise
morfoldgica ou bioacustica (Haddad & Pombal 1998; Kwet & Solé 2005; Kwet 2007;

Izecksohn & Carvalho-e-Silva 2008). No entanto, devido a semelhan¢a morfologica e as
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informacodes limitadas disponiveis sobre as espécies do grupo D. microcephalus, ¢ dificil
fazer identificagdo precisa de algumas espécies, razao pela qual consideramos que elas
precisam ser estudadas com uma abordagem taxondmica integrativa, conforme ja
aplicado em outros estudos (e.g., Vaz-Silva & Maciel 2011). Esses estudos podem incluir
varias fontes de evidéncia, desde analises morfologicas, bioacustica, caracteres
moleculares e comportamentais, para revelar a diversidade de linhagem ou organismo,
incluindo espécies cripticas (Padial et al. 2010). Também ¢ necessaria uma amostragem
adicional em areas existentes e novas para entender melhor a taxonomia dos individuos

de Dendropsophus ssp do Brasil.

6. Conclusoes

Com base nos resultados deste estudo, podemos concluir que os cantos de antincio
das diferentes popula¢des de D. microcephalus sdo estruturalmente semelhantes, mas
apresentam variagdo nos pardmetros quantitativos ao longo de sua distribuicao
geografica, portanto, os cantos parecem variar de acordo com as linhagens propostas por
Duellman (1970, 2001). Entre as linhagens D. m. underwoodi, D. m. microcephalus e D.
m. misera existem variaveis acusticas que as diferenciam umas das outras e que poderiam
dar suporte a diferenciagdo de linhagens feita por Duellman com base na andlise da
coloragdo. Além disso, os cantos variam latitudinalmente, ou seja, as populagdes do sul
(D. m. misera) tem variaveis do canto mais curtas que as populagdes do norte (D. m.

underwoodi e D. m. microcephalus) que apresentam variaveis de cantos maiores.
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As analises mostraram separacao total dos cantos de anuncio dos individuos
identificados como D. m. ssp € D. m. misera do Brasil, indicando que os cantos sao
diferentes em estrutura e parametros acusticos dos cantos das linhagens D. m.
underwoodi, D. m. microcephalus ¢ D. m. misera (da Venezuela e Trinidad & Tobago).
Os cantos de anuncio poderiam estar atuando como mecanismo pré-zigdtico de
isolamento reprodutivo nessas populagdes e, portanto, concluimos que os cantos dos
individuos brasileiros analisados neste estudo provavelmente correspondem a outra
espécie de Dendropsophus. As diferencas mais importantes sao encontradas na estrutura
e nas varidveis acusticas dos cantos. E necessaria analise mais aprofundada com
abordagem taxonOmica integrativa para determinar o status taxondmico das populagdes
brasileiras. Esses estudos podem incluir varias fontes de evidéncia, desde analises

morfoldgicas, bioacustica, caracteres moleculares e comportamentais.
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8. Anexos

Anexo 1. Cantos de antncios das linhagens de D. microcephalus analisados, pais de registro, localidades, colecdes em que os registros foram depositados e o

numero de catalogo, autor do registro e o ano de coleta.

Colecdes — No de

Linhagens Pais Localidade . Autor Ano de coleta
catalogo
D. m. microcephalus Panama Gamboa MALI 0183790 H C Gerhardt 1978
D. m. microcephalus Costa Rica Palmar Sur MALI 0193611 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Costa Rica - MALI 0193612 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Costa Rica - MALI 0193613 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Costa Rica - MALI 0193614 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Costa Rica - MALI 0193615 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Costa Rica 1,6 km WNW of Villa Neily MALI 0193616 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Costa Rica - MALI 0193618 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Costa Rica - MALI 0193619 William E. Duellman 1961
D. m. microcephalus Panama 3,0 km W of Chepo MALI 0193626 William E. Duellman 1963
D. m. microcephalus Panama Panama Canal Zone; Rpad K-Z, 7.8 miles MALI 0208450 Texas Natural History Collections 1956
from K-55 junction
D. m. microcephalus Panama | enama Canal Zone; 5K5_2’ 4,7 miles from K- MALI 0208476 Texas Natural History Collections 1956
D. m. microcephalus Panamg | anamé Canal Zone; 5K5_2’ 4,7 miles from K- MALI_0208477 Texas Natural History Collections 1956
D. m. microcephalus Panamg | anamd Canal Zfroéfl Ilé_osasd K-2, 6,5 miles MALI 0208484  Texas Natural History Collections 1958
D. m. microcephalus Panama - MALI 0208485 Texas Natural History Collections 1958
D. m. microcephalus Panama - MALI 0208489 Texas Natural History Collections 1958
D. m. microcephalus Panama - MALI 0208490 Texas Natural History Collections 1958
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Caldas

Fazenda Cucuchica - Tovar-ME

MALI 0208491
MALI 0208492
MALI 0208494
MALI 0208498
MALI 0209000
MALI 0209001
MALIL 0209002
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EARB_0000001
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FNIV_0007690

Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
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Texas Natural History Collections
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Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Edgar Andres Restrepo Bermudez
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Nancy Sierre

Nancy Sierre
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1958
1958
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2014
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1995
1995
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Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

Brazil

Trinidad
and
Tobago

Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Mexico
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica

Rio Dorada, Usina Hidrelétrica Uribante-
Caparo, 650 m

6 km antes do Hato Fernando Corrales da
UNELLEZ

Cerca de 2 km do aeroporto em dire¢ao ao
Canal Colon

Alojamento do Jurua da Usina Kararaho,
proximo a sonda

Lagoa Embrapa
Estrada do Canta
Tepequém

Colonia Apiau
St, Patrick; Bonasse on southern main road

Préximo a cidade
Estacdo Florestal de Experimentagdo
Brejo do Lixao
Espigdo d'Oeste

Naha
Laguna Victorino

Laguna

FNJV_0030764
FNJV_0030766
FNJV_0030767

FNJV_0030768

FNJV_0031717
FNJV_0031721
FNJV_0031723
MALIL 0196974
MALI 0203591
MALI 0204217

MALI 0204284

FNJV_0030787
FNIJV_0032717
FNJV_0032730

AAGm_0000002
AAGm_0000003
AAGm_0000004
AAGm_0000005
AAGm_0000006
AAGm 0000007
FONM_ 0000001

IXCHEL STE0021

IXCHEL STE0054

IXCHEL STE0055

Adao José Cardoso
Adao José Cardoso
Adao José Cardoso

Adao José Cardoso

Marcio R. Martins
Marcio R. Martins
Marcio R. Martins
W. Ronald Heyer
W. Ronald Heyer
Ronald I. Crombie

Ronald I. Crombie

Adao José Cardoso

Rogério Pereira Bastos
Rogério Pereira Bastos
Ariovaldo A. Giaretta
Ariovaldo A. Giaretta
Ariovaldo A. Giaretta
Ariovaldo A. Giaretta
Ariovaldo A. Giaretta
Ariovaldo A. Giaretta

FONM
Eduardo Boza
Eduardo Boza
Eduardo Boza

1990

1990

1990

1986

1986
1986
1986
1993
1993
1988

1991

1989
1995
1996
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2010
2013
2013
2013
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Guatemala
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Guatemala
Honduras
Honduras
Honduras
Honduras
Honduras
Guatemala
Mexico
Mexico
Costa Rica
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

3,0 km SW of Santo Tomas
Hacienda La Cumplida

10,0 km NW of Esparta

16,0 km SSE of Las Caifias

Toocog
Lago de Yojoa
28,3 km N of Campur

10,0 km ENE of Esparta

3,7 km NE of Minititlan

111,0 km S of Acayucan; Highway 185

IXCHEL STE0056

MALI 0193605
MALI 0193606
MALI 0193607
MALI 0193608
MALIL 0193609
MALIL 0193610
MALIL 0193622
MALI 0193623
MALIL 0193624
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MALI 0193627
MALI 0193628
MALI 0193629
MALI 0193630
MALI 0193631
MALI 0193632
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William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
William E. Duellman
Jerome B. Tulecke
William E. Duellman
William E. Duellman
Charles J. Cole
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections
Texas Natural History Collections

2013
1961
1961
1961
1961
1961
1961
1961
1961
1961
1961
1960
1960
1960
1961
1961
1961
1961
1961
1961
1964
1964
1964
1959
1959
1959
1959
1959
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. underwoodi Mexico - MALI 0210733 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210736 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210741 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210743 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210744 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210745 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210746 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210748 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0210749 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218071 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218072 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218078 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218080 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218081 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218082 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218083 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218084 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218085 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218086 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218087 Texas Natural History Collections 1959
. underwoodi Mexico - MALI 0218088 Texas Natural History Collections 1959
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D. = Dendropsophus, m.= microcephalus. MALI = Macaulay Library, Cornell Lab of Ornithology, Ithaca, NY, U.S.A. (https://www.macaulaylibrary.org/); FNJV = Fonoteca

Neotropical Jacques Vielliard, Sao Paulo, Brasil (https://www2.ib.unicamp.br/fnjv/); FONM = Fonoteca de Anfibios, Facultad de ciencias-UNAM

(http://cantosanuros.fciencias.unam.mx/); IXCHEL= Grupo de investigacion y formacién; AAGm= Ariovaldo A. Giaretta, EARB = Edgar Andres Restrepo Bermude.
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