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“Quem foi que fez o samba embolar?

E quem foi que fez o coco sambar?
Quem foi que fez a ema gemer na boa?

E quem foi que fez do c6co um cocar?

E quem foi que deixou o 6co no lugar?

E quem foi que fez 0o SAPO CANTOR de
lagoa?”

Jack Soul Brasileiro, Lenine.
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Resumo Geral

Miranda, Rogério Benevides de. Andlise Comparada do Canto de Anuncio de
Aplastodiscus eugenioi (Anura: Hylidae) de Diferentes Populagdes ao Longo da

Distribuicao Geogréfica da Espécie.

Seropédica: UFRRJ, 2013. 68p. (Dissertacdo, Mestrado em Biologia Animal).

O presente estudo busca investigar as similaridades dos cantos de anuncio de
Aplastodiscus eugenioi e A. albofrenatus, bem como verificar possiveis variacbes nos
parametros acusticos do canto de andncio de A. eugenioi, em consequéncia do isolamento
geogréfico em ilhas continentais da Costa Verde do Estado do Rio de Janeiro. Foi observado
que os cantos de A. eugenioi e A. albofrenatus sdo extremamente similares com relacdo as
varidveis temporais e espectrais, entretanto, ndo foi tomada qualquer acdo taxondmica. Além
disso, a selecdo sexual exercida pelas fémeas parece atuar em caracteres pouco variaveis do
canto ou simplesmente o tempo de isolamento ainda néo é o suficiente para que variacdes no
canto sejam detectaveis pelas analises acusticas. Analises complementares mais detalhadas
com outros tipos de ferramentas sdo necessarias para uma decisdo final mais segura quanto ao

status taxonémico e a cerca da evolucdo de espécies em ilhas continentais.

Palavras-chave: Aplastodiscus albofrenatus; Aplastodisucs eugenioi; canto de anuncio;

evolucdo; ilhas; status taxondmico; variacdo acustica.
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General Abstract

Miranda, Rogério Benevides de. Comparative Analysis of the Advertisement Call of
Aplastodiscus eugenioi (Anura: Hylidae) from Different Populations along the

Geographic Distribution of the Species.

Seropédica: UFRRJ, 2013. 68p. (Dissertation, Master of Animal Biology).

This study investigates similarities in the advertisement call of Aplastodiscus eugenioi and A.
albofrenatus, as well as examines possible variations in acoustic parameters related to
geographic isolation in continental islands. It was observed that the calls of A. eugenioi and
A. albofrenatus are extremely similar, however, there was no taxonomic action taken.
Furthermore, the female matting choice seems to act upon acoustic characters which vary
little, or simply isolation time is not yet sufficient, thus it is difficult to detect any variation in
acoustic analyses. Deeper complementary analyses using another type of investigation tool
are necessary in order to achieve a more secure ultimate decision about the taxonomic status

and the evolution of these species in continental islands.

Keywords: advertisement call; Aplastodiscus albofrenatus; Aplastodisucs eugenioi;

evolution; islands; sexual selection; taxonomic status.
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1. Introducéo Geral

Estudos utilizando a bioacustica como ferramenta eficaz no auxilio da identificacdo
de espécies de anuros (Heyer e Reid, 2003; Almeida e Angulo, 2006; Angulo e Reichle,
2008) ou como carater diagnostico em descri¢es de novas espécies (Haddad e Sazima, 2004)
sdo cada vez mais frequentes e, atualmente, esta € uma linha de investigacdo em franco
desenvolvimento. O canto de anincio de anuros também pode ser utilizado para investigar
potenciais processos evolutivos de faunas insulares (Ryan et al., 1996), uma vez que este
pode variar geograficamente entre populacGes da mesma espécie (Littlejohn, 1964, 1965;

Sinsch e Schneider, 1996; Prohl et al., 2006).

Para o desenvolvimento deste trabalho, Aplastodiscus eugenioi (Carvalho-e-Silva e
Carvalho-e-Silva 2005) foi escolhido como modelo por se tratar de uma espécie de ampla e
conhecida distribuicdo (Salles, Pontes e Silva-Soares, 2012), por apresentar abundancia
satisfatoria (tanto na costa quanto nas ilhas amostradas), canto simples (Carvalho-e-Silva e
Carvalho-e-Silva, 2005; Orrico, Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-Silva, 2006) e comportamento
documentado (Hartmann, Hartmann e Haddad, 2004). O género Aplastodiscus Lutz (1950) esta
distribuido desde a regido central e o sudeste do Brasil até areas adjacentes da Argentina
(Frost, 2011). Atualmente este género divide-se em trés grupos: A. albosignatus (Lutz e Lutz,
1938), A. perviridis (Lutz, 1950) e A. albofrenatus (Lutz, 1924; Faivovich et al., 2005).
Aplastodiscus eugenioi pertence ao grupo de A. albofrenatus. Apesar de A. eugenioi e A.
albofrenatus serem espécies distintas, apresentam grande similaridade em suas morfologias
externas e cantos extremamente semelhantes. Mesmo se tratando de uma espécie bem
conhecida, ndo existem estudos sobre variacBes fenotipicas no canto de anuncio de A.

eugenioi devido ao isolamento geografico em ilhas continentais.

O presente estudo busca em seu primeiro capitulo investigar as similaridades dos
cantos de Aplastodiscus eugenioi e A. albofrenatus, visando determinar a posi¢do taxonémica
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de ambas as espécies com base em compara¢Ges dos parametros acusticos dos cantos de
anuncio. No segundo capitulo, é testada a hipotese de que haja variagdes nos pardmetros
acusticos do canto de anuncio de A. eugenioi em consequéncia do isolamento geografico em

ilhas continentais da Costa Verde do Estado do Rio de Janeiro.
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Resumo

Aplastodiscus eugenioi € um hilideo, originalmente descrito com base em amostras de oito
localidades ao longo de uma faixa de relevo acidentado de Mata Atlantica costeira.
Juntamente com a descricdo original, os autores fornecem um breve comentario sobre o canto
da espécie e uma comparacdo superficial com o canto de A. albofrenatus, que é considerado
uma espécie morfologicamente semelhante. Analises e dados disponiveis sobre o canto de A.
eugenioi sdo provenientes de poucos individuos, oriundos de uma populagéo localizada a 100
km ao sul da localidade tipo. Neste capitulo, apresento a descri¢do do canto de anuncio de A.
eugenioi proveniente de trés localidades (Itaguai, cerca de 10 km a leste da localidade tipo;
Guapimirim e Picinguaba; esta Ultima, representando uma reandlise dos cantos ja
publicados), além da redescricdo do canto de anuncio de Aplastodiscus albofrenatus, com o
intuito de avaliar a similaridade acuUstica e rever o status taxondmico das duas espécies.
Analisei 445 cantos de 28 machos e observei que os cantos de A. eugenioi e A. albofrenatus
sdo extremamente similares. Embora os parametros espectrais ndo tenham separado as
espécies, 0s parametros temporais apresentaram alguma diferenca. Tendo em vista que
parametros temporais, em geral, sdo dinamicos e tendem a sofrer influéncia de variaveis
climéaticas e sociais, me abstenho de qualquer acdo taxonémica baseada somente neste
conjunto de dados. Andlises mais detalhadas sdo necessarias para que uma decisao final possa

ser tomada de maneira mais segura.

Palavras-chave: Aplastodiscus eugenioi, Aplastodiscus albofrenatus; canto de anuncio;

similaridade acustica; status taxondmico.



Abstract

Aplastodiscus eugenioi is a hylid frog, originally described based on samples from eight
localities along a stretch of costal hilly Atlantic Forest. Together with the original description,
the authors provided brief accounts of the species call and anecdotal comparisons with A.
albofrenatus (Lutz, 1924), which is considered a similar species. Available data and analyses
of the call of A. eugenioi are based on recordings of a few specimens, from a population 100
km south of the type locality. In this chapter, I present a description of the advertisement call
of A. eugenioi from three localities (Itaguai, about 10 km east of the type locality;
Guapimirim and Picinguaba; the last representing a reanalysis of already published calls), and
a redescription of the advertisement call of Aplastodiscus albofrenatus, in order to assess the
acoustic similarity and re-evaluate the taxonomic status of both species. | analysed 445 calls,
from 28 individuals and observed that advertisement calls of A. eugenioi and A. albofrenatus
are highly similar. Although spectral parameters did not separate A. eugenioi and A.
albofrenatus, temporal parameters showed some distinctiveness. Having in mind that
temporal parameters are, in general, dynamics and tend to suffer influence of climatic and
social variables, | refrain from any taxonomic action based solely on this set of data. Further

investigation is necessary so that such a decision can confidently be made.

Keywords: Acoustic similarities; advertisement call; amphibians; taxonomic status.



1. Introducéo

Aplastodiscus eugenioi (Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-Silva, 2005) ¢ um hilideo,
originalmente descrito com base em amostras de oito localidades ao longo de uma faixa de
relevo acidentado de Mata Atlantica costeira. Quando se deu a descricdo, a espécie tinha
ocorréncia conhecida a partir do sul do estado do Rio de Janeiro, préximo a Baia da
Guanabara até o norte do estado de Sado Paulo Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-Silva (2005).
Recentemente, sua distribuicdo geografica foi estendida com a inclusdo de duas novas
localidades ao norte da distribuicdo até entdo conhecida para o estado do Rio de Janeiro

(Salles, Pontes e Silva-Soares, 2012; Figura 1).

Um ano antes da descricdo original, Hartmann, Hartmann e Haddad (2004)
apresentaram dados sobre reproducdo de uma espécie de hilideo que eles atribuiram a uma
espécie de Hyla, considerada muito semelhantes a Hyla ehrhardti Muller, 1924, para uma
populacdo de Picinguaba, no norte do estado de Sdo Paulo. Em sua descri¢do original,
Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-Silva (2005) também descrevem o girino e apresentam um
breve comentario a respeito do comportamento de canto da espécie, que ndo analisam de
modo convencional, mas apresentam uma descri¢do: “Eles [machos] comecam a vocalizar
assim que escurece e 0 canto é composto por uma Unica nota, repetida cerca de 40 vezes por
minuto” (p. 79). Os autores também comparam 0 canto da nova espécie com o canto de
Aplastodiscus albofrenatus (Lutz, 1924): “Cantos também sdo diferentes, apresentando maior
sonoridade e taxa de repeticdo mais lenta em H. eugenioi do que em H. albofrenata” (p. 80) —
Note que, na época da descricdo, os tdxons ainda eram considerados como pertencentes ao
género Hyla. Hartmann, Hartmann e Haddad (2004) apresentam um conjunto de
comportamentos, algo como um ritual, o qual ja foi observado para varias espécies hoje no

género Aplastodiscus. Aparentemente, a construcdo de ninhos subterraneos na lama, proximo



a riachos, por parte dos machos, é um comportamento reprodutivo sinapomorfico destas
pererecas verdes (Carvalho, Galdino e Nascimento, 2006). No mesmo estudo, ainda
descrevem e analisam o canto da espécie. Em um trabalho mais recente, Orrico, Carvalho-e-
Silva e Carvalho-e-Silva (2006) apresentaram uma comparacdo de diversos parametros
acusticos de quatro espécies de Aplastodiscus, para as quais o canto ja era conhecido. Os
mesmos consideraram os cantos descritos por Hartmann, Hartmann e Haddad (2004) como

sendo de A. eugenioi, seguindo Conte, Lingnau e Kwet (2005).

Segundo a descricao original, a localidade tipo de Aplastodiscus eugenioi foi indicada
como sendo Serra do Piloto, Mangaratiba, no Estado do Rio de Janeiro, enquanto a localidade
onde o canto da espécie foi descrito por Hartmann, Hartmann e Haddad (2004) esta cerca de
100 km ao sul, em linha reta. Além disso, a informacdo € derivada da gravacdo de um nimero
desconhecido de espécimes e também nédo ha qualquer informacéo a respeito do tamanho dos
individuos ou sobre qualquer variavel ambiental registrada durante as gravacGes (Hartmann,

Hatrmann e Haddad, 2004).

Aplastodiscus eugenioi e A. albofrenatus sdo espécies distintas, no entanto,
morfologicamente muito semelhantes (Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-Silva, 2005). Além
disso, a pouca informacdo acustica disponivel (Bokermann, 1967; Hartmann, Hartmann e
Haddad, 2004) que permita a comparacdo de seus cantos, suscitou a suspeita de que uma
possa ser sindbnima da outra. Neste trabalho, apresento a descri¢cdo do canto de andncio de
Aplastodiscus eugenioi, proveniente de trés localidades (uma cerca de 10 km a leste da
localidade tipo, outra, cerca de 100 km a leste da localidade tipo; e a Gltima, representando a
reanalise do canto j& publicado de Picinguaba, a 100 km a sul da localidade tipo; Hartmann,
Hartmann e Haddad, 2004), também € redescrito o canto de anuncio de Aplastodiscus

albofrenatus (Bokermann, 1967) da Floresta da Tijuca, localidade tipo da espécie, com o



objetivo de investigar a discriminacao acustica das populacées e avaliar a posi¢cdo taxonémica
das duas espécies. Adicionalmente, é feita uma andlise de similaridade acuUstica desses cantos

com aqueles presentes na literatura para as espécies do género.

2. Materiais e Métodos

2.1. Area de Estudo

Espécimes e dados acusticos de Aplastodiscus eugenioi sdo provenientes de trés
populagdes distintas: Represa do Itingussu (22°54°3.44”S; 43°53°34.59”W, em torno de 160
m acima do nivel do mar), municipio de Itaguai, cerca de 10 km a leste da localidade tipo;
Sitio Trés Irmaos (22°29°26.0” S 42°56°92.2°> W, em torno de 100 m acima do nivel do
mar), municipio de Guapimirim, a leste da localidade tipo e separado por 100 km de floresta
continua, ambas as localidades dentro do Estado do Rio de Janeiro; e Nucleo Picinguaba
(44°50°W; 23023°S, 10-150 m acima do nivel do mar), Parque Estadual da Serra do Mar,
municipio de Ubatuba, no Estado de S&o Paulo, distante cerca de 100 km ao sul da localidade
tipo (Figura 1). As gravac@es da ultima localidade citada foram fornecidas pelo Dr. Célio F.
B. Haddad, da Universidade Estadual Paulista (UNESP — Rio Claro); essas sdo as mesma
gravagOes analisadas por Hartmann, Hartmann e Haddad (2004). Os machos de Aplastodiscus
albofrenatus foram gravados e coletados nas proximidades do Parque Nacional da Tijuca
(PNT -- 22°57'51.90"S, 43°14'19.45"W), préximos a localidade tipo da espécie, no Estado do
Rio de Janeiro. As gravacBes do canto de anuncio de A. eugenioi e A. albofrenatus, em

diferentes localidades da Mata Atlantica, foram feitas entre 2005 e 2012.
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Figura 1: Mapa do Estado do Rio de Janeiro mostrando as localidades onde foram feitas
as gravacOes de Aplastodiscus eugenioi: (1) Picinguaba (Estado de Sdo Paulo), (2) Itaguai,
(4) Guapimirim; e A. albofrenatus: (3) Floresta da Tijuca. Em amarelo Mangaratiba,
localidade tipo.

2.2. As Espécies Estudadas

O género Aplastodiscus Lutz (1950) esta distribuido desde a regido central e sudeste
do Brasil até areas adjacentes da Argentina (Frost, 2013). Atualmente este género divide-se
em trés grupos: A. albosignatus, A. perviridis e A. albofrenatus (Faivovich et al., 2005).
Aplastodiscus eugenioi pertence ao grupo de A. albofrenatus. Trata-se de uma espécie
endémica da Mata Atlantica, associada a riachos de florestas (Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-
Silva, 2005). Apresenta registros nos municipios de Ubatuba e Caraguatatuba, Estado de S&o
Paulo, e nos municipios de Mangaratiba (localidade tipo), Angra dos Reis, Duque de Caxias,

Engenheiro Paulo de Frontin, Magé, Nova Iguagu e Parati, todos no Estado do Rio de
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Janeiro. Recentemente teve sua distribuicdo ampliada para dois novos municipios:
Cachoeiras de Macacu e Guapimirim, ambas no Estado do Rio de Janeiro (Salles, Pontes e
Silva-Soares, 2012).

Aplastodiscus albofrenatus pertence ao mesmo grupo de A. eugenioi. Seus habitos e
morfologia externa sdo muito semelhantes aos da espécie anteriormente citada. No entanto,
sua distribuicdo ndo é ampla como a de A. eugenioi, esta é restrita & Floresta da Tijuca, no
municipio do Rio de Janeiro (Lutz, 1924).

2.3. Gravacdo e Analise dos Cantos

Os cantos de A. eugenioi, oriundos do Rio de Janeiro, e de A. albofrenatus foram
gravados numa sequéncia de trés minutos, sendo usado um gravador digital Marantz PMD
660 com um microfone Sennheiser (e835S). As gravacdes feitas pelo Dr. José P. Pombal Jr.,
do Museu Nacional (MNRJ), foram feitas com um gravador digital TASCAM DAP1 DAT e
um microfone SENNHEISER ME 66. GravacOes de A. eugenioi de Picinguaba foram feitas
usando um gravador analégico UHER 4000 e um microfone cardioidle UHERM518A.
Espécimes testemunho de Itaguai e da Floresta da Tijuca estdo depositados na Colecdo
Herpetoldgica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os cantos foram digitalizados e redigitalizados com uma frequéncia de amostragem
de 44 kHz e 16 bits de resolucdo, e analisados nos programas Raven Pro Versédo 1.4 e
SoundRuler Verséo 0.9.4.1.

Foram medidos sete parametros acusticos do canto de anincio: duragdo do canto (s),
taxa de repeticdo do canto (nimero de cantos por minuto), duracdo até o pico (s) (Tarano,
2001; corresponde ao peak time: tempo desde o inicio do canto até o ponto de méaxima
amplitude), formato do canto (razdo entre duracdo até o pico e duragdo do canto, este
parametro fornece a forma do envelope: linear, exponencial ou exponencial inversa; ver

Gerhardt, 1998), frequéncia fundamental (kHz), frequéncia dominante (kHz) e modulacéo de
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frequéncia (kHz; diferenca entre a frequéncia dominante final e a frequéncia dominante
inicial). Os quatro primeiros pardmetros sdo temporais e os trés dltimos sdo parametros
espectrais. Oscilogramas, sonogramas e espectro de poténcia foram produzidos com uso do

Sound Ruler Version 0.9.4.1 (FFT = 256; O = 90%; Hanning).

2.4. Andlises Estatisticas

As analises estatisticas dos dados de canto foram feitas usando-se uma combinacéo de
técnicas multi e univariadas. Primeiramente, todos os dados foram padronizados (centrados e
reduzidos) para tornarem-se adimensionais. Isto foi feito porque alguns parametros
apresentavam valores negativos. Para criar uma matriz Normalizada de Distancia Euclidiana
foi utilizado o Plymouth Routines in Multivariate Ecological Research (PRIMER) software
package (Clarke & Warwick 1994) Versdao 6. Essa matriz foi submetida a andlises de
ordenacdo multidimensional (MDS). Quanto menores os valores de estresse, melhor, e
valores variando entre 0,1 e 0,2 podem ser usados (Clarke, 1993). Para testar diferencas
significativas entre as quatro populagdes, foi usada “One-way” ANOSIM. Também foram
utilizadas andlises univariadas (ANOVA e Teste de Tukey) no intuito de testar as diferencas
entre as populagdes para cada parametro medido. No resumo descritivo dos parametros
acusticos, média e desvio padrdo foram usados em dados paramétricos, enquanto que
mediana foi utilizada nos dados ndo-paramétricos. Também realizei uma analise de
agrupamento baseada em parametros acusticos para as espécies de Aplastodiscus (exceto para
A. musicus e A. flumineous, pois ndo existem dados sobre cantos de anincio disponiveis).

Quatro parametros acusticos foram usados para analise de agrupamento: duracdo do
canto; taxa de repeticdo do canto, frequéncia fundamental e frequéncia dominante. A arvore
fenética produzida € resultante de uma analise UPGMA (usando-se distancia Euclidiana).
Dados acusticos de espécies do grupo A. perviridis (Lutz, 1950) foram obtidos de Garcia,

Caramaschi e Kwet (2001); informacdes do grupo A. albomarginatus (Lutz and Lutz, 1938)
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foram retirados de Abrunhosa et al. (2005); dados de A. ehrhardti foram provenientes de
Conte, Lingnau and Kwet (2005); e Orrico, Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-Silva (2006)
forneceram dados sobre A. arildae (Cruz e Peixoto, 1987) e A. weygoldti (Cruz e Peixoto,

1987).

3. Resultados

A tabela 1 apresenta um resumo descritivo dos pardmetros acusticos dos cantos de

anuncio de Aplastodiscus eugenioi e A. albofrenatus.

Os cantos de anuncio de Aplastodiscus eugenioi e A. albofrenatus consistem em uma
Unica nota tonal repetida com intervalos irregulares entre elas. O canto de anuncio de A.
eugenioi possui duracdo da mediana (os dados ndo atendiam todos os requisitos de
normalidade) de 0,08 s (N = 245 cantos), totalizando média de 13 cantos por minuto. A
frequéncia fundamental variou entre 1,12 — 1,55 kHz, em Picinguaba; 1,29 — 1,68 kHz, em
Itaguai; 1,30 - 190 kHz, em Guapimirim, a frequéncia dominante variou entre 2,41 — 2,75
kHz, em Picinguaba; 2,41 — 2,89 kHz, em Itaguai; 2,41-2,93 kHz, em Guapimirim. Ja o
canto de anuncio de A. albofrenatus apresenta duracdo da mediana de 0,04 (N = 210 cantos),
totalizando média de 42 cantos por minuto. A frequéncia fundamental variou entre 1,19 —

1,55 kHz e a frequéncia dominante variou entre 2,24 — 2,75 kHz.

Tanto o canto de anuncio de A. eugenioi quanto de A. albofrenatus possui forma de
envelope exponencial inverso (Figuras 2 e 3). Ambas as espécies apresentam 0 momento de
pico de energia bem no inicio do canto, caindo lentamente ap6s atingir esse pico (Figuras 2 e
3). Analises do sonograma e do espectro de poténcia indicam o segundo harmdnico como

sendo o harmdnico dominante (ocorrendo 60% em A. albofrenatus e 86% em A. eugenioi).
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Figura 2: Canto de anuncio de Aplastodiscus eugenioi gravado em lItaguai, Rio de
Janeiro: (A) oscilograma, (B) sonograma e (C) espectro de poténcia.
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Figura 3: Canto de anuncio de Aplastodiscus albofrenatus gravado na Floresta da
Tijuca, Rio de Janeiro: (A) oscilograma, (B) sonograma e (C) espectro de poténcia.
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O MDS e a analise de similaridade (ANOSIM) dos parametros temporais resultaram
numa clara distin¢do entre trés populagdes: Floresta da Tijuca (A. albofrenatus), Guapimirim
e Itaguai (A.eugenioi) [P = 0,001]. Dados dos dois individuos de Picinguaba (menor amostra)
aparecem misturados com Guapimirim e Itaguai (Figura 4). As mesmas andlises, quando
feitas com parédmetros espectrais, ndo foram capazes de distinguir qualquer uma das quatro
populacBes (Figura 5). O nivel de estresse se mostrou baixo em ambos os casos, sendo 0,07 e
0,02, respectivamente. Todos os parametros acusticos também foram testados juntamente,
resultando em um arranjo similar ao das varidveis acusticas temporais. Entretanto, o nivel de
estresse foi mais alto (0,14; Figura 6). O MDS e a ANOSIM aplicados aos cantos dos anuros
indicam que as amostras da Floresta da Tijuca e de Guapimirim s&o as mais distintas baseado

em temporal, espectral e para todas as variaveis juntas (P < 0,05).
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Figura 4: Plotagem do MDS dos parametros acusticos temporais de Aplastodiscus
eugenioi de PIl: Picinguaba, IT: Itaguai, e GM: Guapimirim; e Aplastodiscus
albofrenatus, da Floresta da Tijuca (FT).
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Figura 5: Plotagem do MDS dos parametros acusticos espectrais de Aplastodiscus
Itaguai, e GM: Guapimirim; e Aplastodiscus

eugenioi de PI: Picinguaba, IT:
albofrenatus, da Floresta da Tijuca (FT).
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Figura 6: Plotagem do MDS dos parametros acusticos espectrais e temporais de

Aplastodiscus eugenioi de PI: Picinguaba, IT:
Aplastodiscus albofrenatus, da Floresta da Tijuca (FT).

Itaguai, e GM: Guapimirim; e
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A ANOVA das variaveis temporais e dos parametros espectrais (Tabela 1) dos cantos
mostrou que as quatro populagdes sdo significativamente diferentes. Entretanto, os contrastes
planejados mostraram que as diferengas nos parametros temporais eram encontradas apenas
quando a Floresta da Tijuca era comparada com cada uma das outras localidades
(Guapimirim, Itaguai, e Picinguaba). Enquanto que os Testes de Tukey das variaveis
espectrais indicaram que diferencas significativas foram observadas entre Guapimirim e cada

uma das outras localidades.
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Tabela 1. Valores de F da analise ANOVA, média (exceto modulacdo de frequéncia, frequéncia dominante e frequéncia fundamental, os quais
possuem valores referentes a mediana) + desvio padrdo (DP) e (amplitude) para trés populacdes de Aplastodiscus eugenioi e uma populacéo de

A. albofrenatus. Letras indicam diferencas significativas (teste de Tukey); *P < 0.05; ** P < 0.01; ns = ndo-significativo.

A. eugenioi A. albofrenatus
Valores de F Picinguaba Itaguai Guapimirim Floresta da Tijuca
0.08 £ 0.022 0.10 £ 0.022 0.08 £ 0.012 0.04 +£0.01°
~ - **
Duragao do canto (s) Flazs] =17.82 (0.05-012)  (0.06-0.12) (0.06-0.10) 0.02-0.07)
18.00+£ 141 13.08 + 6.60° 8.48 +3.33" 41.6 £ 14.62°
Taxa de repeticdo do canto (cantos/minuto) F =15.31**
Peti ( ) F 2] (13-19) (3-19) (3-16) (7-61)
~ L 0.008 £ 0.004  0.014 +£0.01° 0.006+ 0.003" 0.004 +0.001°
- *k
Duragdo até o pico () Fl326] = 9.9 (0.001-002)  (0.002-0.03)  (0.001.0.01) (0.001-0.02)
0.11+£0.08 0.13 £0.042 0.07 +0.03° 0.08 +0.02°
- *k
Formato do Canto F[325] = 5.03 (0.01-0.43) (0.02-0.30) (0.01-0.17) (0.02-0.34)
. . 2.67 2.75 2.932 2.58°
A - *%k
Frequéncia dominante (kHz) F [323] =6.3 (2.41-2.75) (2.41-2.89) (2.41-2.93) (2.24-2.75)
. 1.36° 1.38° 1.552 1.38°
A - *%k
Frequéncia fundamental (kHz) F [323] =8.0 (1.12-155) (1.29-1.68) (1.30-1.90) (1.19-155)
0.17 0 0 0
~ A . - ns
MOdUIaQaO de frequenC|a (kHZ) F [3v19] 0.37 (_0177034) (_0347034) (_034_052) (_0177052)
NUmero de cantos analisados 47 98 90 210
NUmero de individuos gravados 2 10 9 7
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A arvore fenética gerada ap6s analise dos cantos (Figura 7) apresenta dois grupos
distintos e a taxa de repeticdo foi o pardmetro responsavel por esta separagcdo. O primeiro
grande agrupamento, contendo o maior nimero de espécies, ¢ formado por aqueles que
apresentam taxa de repeticdo intermediaria (variando entre 42 e 67 cantos/minuto,
representado pelas seguintes espécies: A. albofrenatus, A. arildae, A.leucopygius, A.
ibirapitangus, A. perviridis, A. cochranae e A. abosignatusl), e também pelas espécies com a
taxa de repeticdo mais baixa (entre 11 e 26 cantos/minuto, representado por: A. eugenioi, A.
weygoldti, A. caviculus e A. callypigius). O segundo agrupamento possui apenas duas
espécies, A. ehrardti com uma média de 230 cantos/minuto e A. sibilatus com uma média de

150 cantos/minuto.

A. albofrenatus
A. arildae

A. leucopy gius

A. ibirapitangus

A. perviridis

A. cochranae

A. albosignatus

A. eugenioi

A. weygoldti

A. caviculus

A. callipygius

A. ehrardti

A. sibilatus

Figura 7: Arvore fenética resultante da analise de agrupamento entre parametros
acusticos (duragdo do canto, taxa de repeticdo do canto, frequéncia fundamental e
frequéncia dominante) de todas as espécies do género Aplastodiscus com o canto
conhecido. Eixo vertical: espécies; eixo horizontal: distancia Euclidiana.
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4. Discussao

Considerando-se que os cantos de anuncio representem um mecanismo significativo
de isolamento pré-zigotico, varios estudos tém realcado a importancia das analises das
variacbes do canto como ferramenta de auxilio na identificacdo de espécies cripticas de
anuros; mesmo quando ndo ha evidéncia de ocorréncia simpatrica das espécies envolvidas
(Fouquette, 1960; De la Riva, Marquez e Bosch 1996; Heyer e Reid 2003; Almeida e Angulo
2006; Angulo e Reichle, 2008). Também ndo sdo raras 0 uso de dissimilaridades acusticas
como fonte de informacdo de carater diagnostico em descri¢cbes de novas espécies (e.g.,

Haddad e Sazima, 2004).

Entretanto, 0 uso das andlises dos cantos ndo é visto sem controversias pelos
especialistas na solucdo de problemas taxonémicos relacionados a distingdo de espécies
(apresentar citacdes!). Como exemplo temos o trabalho com rds do grupo Leptodactylus
pentadactylus, realizado por Heyer, de Sa e Retting (2003). Este estudo demonstrou que duas
espécies irmds ndo poderiam ser separadas uma da outra com base em morfologia externa,
analise morfométrica e nem pelas caracteristicas de seus cantos. Parece claro que, embora
haja evidéncias de que 0s cantos de anuncio de anuros sejam eficientes mecanismos de
isolamento pré-zigotico (Heyer, Garcia-Lopez e Cardoso, 1996), quando espécies irmas ndo
se encontram em simpatria, seus cantos podem néo ter divergido apds o evento de especiacdo
(Littlejohn e Martin, 1969). Interpretacdes semelhantes a respeito de variagdo de canto séo
apresentadas em Duellman e Pyles (1983): “cantos de espécies alopatricas muito proximas
taxonomicamente tendem a ser mais parecidos do que o0s cantos dessas espécies quando
encontradas em simpatria, e espécies taxonomicamente proximas em simpatria, que
apresentam cantos similares, ndo sdo sintopicas/ou ndo estdo sincronizadas

reprodutivamente” (traducdo livre do original em inglés).
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Estudos recentes com base em espécies distintas de Aplastodiscus também
interpretaram similaridades no canto e variagdes de forma semelhante ao descrito acima.
Quando os cantos de A. perviridis e A. cochranae Mertens, 1952 — espécies bastante distintas,
para as quais ndo se verifica populagbes em simpatria — foram comparados, Garcia,
Caramaschi, e Kwet (2001) descobriram que seus cantos eram extremamente similares.
Abrunhosa et al. (2005), ao avaliarem a similaridade acuUstica de seis espécies do grupo
Aplastodiscus albosignatus, descobriram que espécies simpatricas e sintopicas (A.
ibirapinatgus e A. sibilatus) apresentaram mais diferencas nos parametros acusticos, sendo
alocadas em diferentes grupos em uma analise fenética, enquanto espécies simpatricas e nao
sintdpicas (A. albosignatus e A. leucopygius) foram alocadas no mesmo agrupamento, tal
como as espécies alopatricas (A. callipygius e A. cavicolus). No entanto, como ndo ha uma
hipotese filogenética para este grupo, os autores ndo foram capazes de uma afirmacdo mais
contundente em relacéo a evolucéo do canto dentro do grupo.

A taxa de repeticdo do canto foi a variavel que separou em trés grupos a arvore
fenética derivada da anélise dos cantos. Taxa de repeticdo do canto € um pardmetro temporal
do canto, que varia em fungdo da temperatura (Ryan, 1988; Gerhardt, 1994; Howard e
Young, 1998) ou de peculiaridades do contexto social (nimero de machos ativos nos
arredores, aproximacédo de fémeas, etc.), o que foi observado por Zina e Haddad (2006) para
duas espécies do género Aplastodiscus. Caracteres de canto associados as variaveis temporais
sdo evolutivamente mais instaveis do que os parametros espectrais, refletindo maior variacao
em parametros sob o controle comportamental-fisiolégico, do que nas variaveis sob o
controle morfologico (Ryan e Wilczynski, 1991). Portanto, embora tais resultados possam
servir como indicacdo de mudancas evolutivas dentro do género, 0s mesmos devem ser vistos

com cautela, ainda que haja consideravel variagdo entre os grupos.
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As frequéncias dominantes encontradas variam entre 2,41 e 2,93 kHz para A. eugenioi
e entre 2,24 e 2,75 kHz para A. albofrenatus. As frequéncias fundamentais analisadas
mostraram uma variagdo entre 1,12 e 1,90 kHz para A. eugenioi e de 1,19 a 1,55 kHz para A.
albofrenatus. O sonograma original encontrado em Bokermann (1967) para A. albofrenatus
apresenta frequéncia fundamental igual a 1,0 kHz. Sonogramas de A. eugenioi e A.
albofrenatus revelaram o segundo harmoénico como sendo o dominante na maioria dos
individuos analisados, um estado de carater proposto como sendo plesiomdrfico para os
grupos Aplastodiscus albofrenatus e A. perviridis (Orrico, Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-
Silva, 2006). O formato dos cantos é bastante semelhante visualmente no oscilograma e
numericamente, variando de 0,01 a 0,43 em A. eugenioi e entre 0,02 e 0,34 em A.
albofrenatus. A duragdo até o pico do canto em A. albofrenatus é geralmente bem no inicio
do canto, aos 0,001 s (0,001 — 0,02 s); A. eugenioi variou de 0,001 a 0,03 s. Os dados também
mostraram que A. albofrenatus canta mais vezes por minuto (42 cantos/minuto) do que A.
eugenioi (13 cantos/minuto), resultado semelhante ao que foi apresentado por Bokermann
(1967), 40 cantos/minuto. Aplastodiscus albofrenatus emitiu cantos mais curtos e estes
foram repetidos mais vezes por minuto, em média, do que em qualquer outra das trés
populagBes estudadas de A. eugenioi. Os cantos de A. eugenioi analisados neste estudo
apresentaram resultados semelhantes aqueles de Orrico, Carvalho-e-Silva e Carvalho-e-Silva
(2006). As variagdes sutis encontradas no presente estudo e na literatura (Orrico, Carvalho-e-
Silva e Carvalho-e-Silva, 2006) ocorreram, possivelmente, devido a diferente metodologia
empregada no campo e nas andlises, além de equipamentos de gravacdo e programas de

anélise acustica distintos.

Os parametros espectrais ndo separaram A. albofrenatus das outras duas populagdes
de A. eugenioi, em Picinguaba e Itaguai. A localidade de Guapimirim apresentou diferencas

quanto a parametros espectrais. O tamanho dos individuos pode influenciar estas variaveis
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(Gerhardt, 1991). No entanto, dados sobre massa e comprimento rostro-cloacal ndo foram
obtidos neste estudo. Desta forma, meu estudo concluiu que, possivelmente, o tamanho dos
machos teve influéncia nesta diferenca detectada. No geral, as anélises sé indicaram que A.
albofrenatus apresenta diferengas significativas quando comparado com A. eugenioi em
relacdo aos pardmetros temporais. Entretanto, as variaveis temporais, quando comparadas
numa analise de agrupamento, ndo apresentaram similaridade suficiente para serem pareadas
como grupo. Possivelmente, por estas variaveis dependerem da temperatura e de aspectos
sociais, as variagOes entre 0os cantos examinados estejam relacionadas a este fato, e ndo a

distancia filogenética das espécies envolvidas.

Apesar de os cantos de anancio de A. eugenioi e A. albofrenatus serem extremamente
semelhantes, algumas diferencas foram detectadas. Assim, embora cantos sejam considerados
relevantes e confidveis como mecanismo de isolamento sexual pré-zigotico (Blair, 1964;
Angulo and Reichle, 2008; Lemmon, 2009), me abstenho de qualquer acdo taxonémica
(como sinonimizar Aplastodiscus eugenioi a A. albofrenatus) baseada unicamente neste
conjunto de dados. Considero que investigacGes adicionais, utilizando dados moleculares e

morfolégicos, sdo necessarias para que uma decisdo mais segura possa ser tomada.
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Capitulo 11

Analise do canto de anuncio de Aplastodiscus eugenioi (Anura: Hylidae) em populacdes

de ilhas continentais
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Resumo

Devido ao tamanho reduzido (quando comparado ao dos continentes) e isolamento
geogréfico, as ilhas sdo consideradas laboratorios naturais para estudos evolutivos em
espacos de tempo relativamente curtos. Por esta razéo, estudos de fauna e flora insulares sdo
considerados chaves para compreensdo de diversos fendmenos bioldgicos relevantes para
compreenséo do processo de evolucdo em diferentes escalas. O estudo foi desenvolvido entre
2005 e 2013 em quatro areas distintas, sendo uma localizada no continente e trés em ilhas. A
hipo6tese avaliada € a de existéncia de variagdes nos parametros acusticos do canto de anincio
de Aplastodiscus eugenioi (Hylidae) devido ao isolamento geografico dessas populacGes.
Foram medidos sete parametros acusticos do canto de anuncio de 42 machos, 10 individuos
do continente e 32 das ilhas, nenhuma distincdo evidente foi encontrada entre as quatro
populagdes. O coeficiente de variacdo interindividual apontou a maior variagdo no formato
do canto, enquanto a menor foi observada na frequéncia dominante, seguida pela frequéncia
fundamental. Os resultados parecem indicar que o tempo de isolamento ainda ndo € o
suficiente para que variacdes no canto sejam detectaveis pelas andlises acusticas. Portanto,
apesar da indiscutivel eficacia dos cantos de anincio como objetos de estudo da evolugédo de
espécies em ilhas continentais, sugiro que novos estudos complementares sejam feitos
utilizando-se morfometria e/ou morfologia, além de marcadores moleculares como
ferramentas. Desta forma, variacbes mais sutis na biologia destes anuros poderdo ser
detectadas mais precisamente.

Palavras-chave: Anfibios; Biogeografia de ilhas; canto; variacdo; evolucéo.
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Abstract

Because the reduced size (when compared to continents) and the geographic isolation, islands
are considered natural laboratories for evolutionary studies in relatively brief periods. Thus,
insular fauna and flora studies are considered determinants in order to comprehend the
various biologic phenomena relevant to understand the evolution process in different scales.
This study was developed between 2005 and 2013 in four distinct areas, one within the
continent and the three others in islands. The hypothesis tested is the existence of acoustic
parameters variation within the advertisement call of Aplastodiscus eugenioi (Hylidae) due to
geographic isolation of populations. | measured seven acoustic parameters of the
advertisement call of 42 males, 10 specimens from continent and 32 from the islands, there
were no evident distinction among the four populations. The interindividual coefficient of
variation detected broader variation in call shape, whereas the narrower was observed in
dominant frequency, followed by fundamental frequency. Results may indicate that isolation
time is not yet sufficient, thus it is difficult to detect any variation in acoustic analyses.
Therefore, in spite of the unquestionable efficiency of advertisement calls as study objects of
species evolution in continental islands, | suggest that further investigations using
morphometry and/or morphology, in addition to molecular data as tools. This way subtle

variations related to these anurans biology could be more precisely detected.

Keywords: Advertisemnt call; amphibians; evolution; island biogeography; variation.
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1. Introducéo

Devido ao tamanho reduzido (quando comparado ao dos continentes) e isolamento
geogréfico, as ilhas sdo consideradas laboratorios naturais para estudos evolutivos em
espacos de tempo relativamente curtos (Jordan e Snell, 2008). Nas ilhas podem-se avaliar
tanto processos que afetam a fisiologia de espécies (Velo-Anton et al., 2012) e expansdes
demograficas de populacdes (Carnaval e Bates, 2007), quanto a estrutura de comunidades
(Hasegawa et al., 2009). Por esta razéo, estudos de fauna e flora insulares sdo considerados
chaves para compreensdo de diversos fenbmenos bioldgicos relevantes para compreensao do
processo evolutivo em diferentes escalas (Barton e Mallet, 1996). Mais recentemente, as ilhas
também ganharam destaque na formulacdo de ideias e conceitos relativos a conservacao de
diversidade bioldgica (Nogales et al., 2003; Péres Jr., 2003; Howald et al., 2007), por conta

das relacGes entre espécies e area (MacArthur e Wilson, 1967).

Entre os casos mais classicos da relacdo entre fauna insular e evolucéo das espécies,
pode-se citar os tentilhGes do arquipélago de Galapagos, que serviram de modelo para
Darwin (1859), ajudando-o a elucidar parte das questdes envolvendo ancestralidade comum,

mudancas morfoldgicas e adaptaces.

Os dois tipos de ilha mais relevantes para estudos biogeogréaficos sdo as ilhas
ocednicas e as ilhas continentais. As ilhas oceanicas séo formadas por processos vulcanicos,
distantes da costa continental e no meio dos oceanos (Nunn, 1994). Estas ilhas sdo
colonizadas por espécies vegetais e, posteriormente, por animais, que se dispersaram do
continente e alcancaram estas ilhas ao acaso (MacArthur e Wilson, 1967). As ilhas
continentais se formam perto da costa ou dentro de grandes lagos continentais devido as
transgressdes marinhas resultantes do aguecimento global (Hewitt, 2000). Os organismos de

fauna e flora ja se encontravam nestas ilhas antes dos processos transgressivos. Assim, estas
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populagdes passam a sofrer as pressoes seletivas devido ao isolamento. Considerando que 0s
anuros apresentam pouca vagilidade e alta sensibilidade a salinidade, a ocorréncia destes em
ilhas oceénicas é pouco documentada (e.g., Measey et al., 2007; Jang et al., 2011). Desta
forma, as investigagdes envolvendo populacdes de anuros isolados em ilhas sdo

desenvolvidas, em sua maioria, nas ilhas continentais.

Entre as possibilidades de investigacdes oferecidas pela fauna insular, destaca-se o
estudo de divergéncias comportamentais em grupos onde a selecdo intersexual é bem
difundida entre as espécies, como no caso de aves, em que a fémea tem papel preponderante
na selecdao de fenotipos e displays dos machos (Kirkpatrick e Ryan, 1991) e dos anfibios
anuros, em que as fémeas exercem forte sele¢do sobre propriedades acusticas envolvidas com
um alto gasto energético (Gerhardt e Huber, 2002) e que podem estar correlacionadas ao
tamanho (Gerhardt, 1991; Howard e Young, 1998), vigor (Gerhardt, 1991) ou genes
presentes nos machos (Prohl et al. 2006). Na maioria das espécies de anuros, o canto de
anuncio de machos é o comportamento que possibilita as fémeas selecionarem seus parceiros
para reproducdo (Blair e Littlejohn, 1960; Wilczynski e Ryan, 1991; Gerhardt, 1994; Heyer,
Garcia-Lopez e Cardoso, 1996). O canto pode variar geograficamente entre populagdes da
mesma espécie (Ryan et al., 1996; Sinsch e Schneider, 1996; Bernal et al., 2005; Prohl et al.,
2006), indicando tanto o potencial para processos evolutivos quanto o passado histérico de

selecdo e restri¢cdes (Ryan et al., 1996).

As populagdes que persistem em ilhas continentais sdo isoladas por vicariancia, por
iSSO, em um primeiro momento, apresentam uma populacdo maior do que as populacdes
colonizadoras das ilhas oceanicas. Assim, os efeitos da deriva genética e, consequentemente,
o declinio populacional ndo sdo tdo imediatos. Entretanto, em longo prazo, a deriva genética

pode atuar de forma significativa, pois as areas das ilhas continentais sdo normalmente
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menores em relacdo as ilhas oceénicas, e nos casos de organismos que dispersam pouco, as
populagdes permanecerdo pequenas e isoladas (Clegg et al. 2002; Velland, 2003; Bell et al.

2012).

Atualmente, estudos com populacdes de anfibios e répteis insulares tém tentado
compreender os efeitos do processo de isolamento, mesmo em ilhas continentais isoladas
mais recentemente. Velo-Antdn et al. (2012) indicam a importancia de populagGes de ilhas
continentais para se testar 0s processos evolutivos operando nos estagios iniciais da
diferenciacdo de espécies recentemente isoladas da populacdo fonte. Neste sentido, o
emprego de técnicas moleculares, que se tornaram disponiveis a partir do final do Século XX,
tem sido comuns. Os estudos de Barton (1996), Duryea et al. (2008), Fitzpatrick et al. (2009)
e Bell et al. (2012) sdo alguns dos exemplos com anfibios. Jordan e Snell (2008) tiveram
lagartos como objeto de estudo, enquanto Grazziotin et al. (2006) utilizaram viperideos como
modelo. Embora, como demonstrado por Littlejohn (1964, 1965), o canto de anuncio possa
variar em populag@es insulares isoladas ha 12 mil anos, ao final do ultimo méaximo glacial,
poucos foram os estudos que exploraram essas variacdes em faunas de outras ilhas (Jang et
al., 2011). Outros trabalhos tém explorado o tema, através de estudos de populacGes isoladas
em ambientes insulares no continente, como aquelas isoladas pelo soerguimento de
montanhas (Littlejohn, 1968; Ryan e Wilczynski, 1991; Hoskin et al., 2005; Padial et al.,

2008; Ohmer et al., 2008).

Neste capitulo, investigo a existéncia de variacdes nos parametros acusticos do canto
de anuncio de Aplastodiscus eugenioi (Hylidae), devido ao isolamento geografico de
populacdes em trés ilhas continentais da Costa Verde do Estado do Rio de Janeiro, atraves da
analise comparativa com a populacdo continental de Itaguai. Embora estas ilhas sejam bem

proximas da costa e umas das outras, caracteristicas associadas a biologia reprodutiva desta
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espécie (reproduzem-se em riachos de floresta e areas adjacentes; veja Carvalho-e-Silva e
Carvalho-e-Silva, 2005) tornam a possibilidade de dispersdo e conexd entre essas
populacBes bastante remota. Portanto, cada uma das populacGes é considerada isolada das
outras, e todas do continente, desde que os fendbmenos de elevagdo do nivel médio marinho

isolaram essas ilhas, ha aproximadamente 10 mil anos (Montesinos et. al., 2012).

2. Materiais e Métodos

2.1. Area de Estudo

O estudo foi desenvolvido entre 2005 e 2013 em quatro areas distintas, sendo uma
localizada no continente e trés em ilhas. A area continental amostrada é proxima a Represa do
ItingussU (22°54°3.44”’S; 43°53°34.59”W, em torno de 160 m acima do nivel do mar), no
municipio de Itaguai, Estado do Rio de Janeiro, cerca de 10 km a leste da localidade tipo da
espécie (Serra do Piloto, Mangaratiba, RJ) e, também, a mais préxima das ilhas continentais
amostradas (Figura 1). As gravacOes de Aplastodiscus eugenioi do municipio de Guapimirim
ndo foram utilizadas porque as analises realizadas no capitulo anterior indicaram se tratar de
uma populacdo bem distinta, o que poderia afetar os resultados deste conjunto de analises. As
gravacdes da populacdo de Picinguaba também foram excluidas destas analises. Neste caso, a
justificativa relaciona-se ao tamanho amostral, que é muito menor do que as amostras obtidas
e analisadas aqui.

As ilhas foram incluidas com base em analise prévia da ocorréncia de populagdes de
A. eugenioi (Bittencourt-Silva e Silva, 2013). S&o elas: Illha Grande, Vila do Abrado
(23°08'02,7"S; 44°10'23,3"W, ao nivel do mar), municipio de Angra dos Reis; Ilha da
Marambaia (23°04°23°’S; 43°58°12”°W, ao nivel do mar), municipio de Mangaratiba; e llha
de Itacurugd, Vila da Gamboa (22°56°01°°S; 43°53°00>’W, ao nivel do mar), também

pertencente a0 municipio de Mangaratiba. As ilhas da Marambaia e de Itacuruca localizam-se

34



na Baia de Sepetiba, enquanto a Ilha Grande situa-se na entrada das Baias de Sepetiba e da
Ilha Grande. As trés ilhas possuem paisagem similar, com riachos permanentes, matas e
florestas em razoavel estado de conservagdo (Bittencourt-Silva e Silva, 2013). E nos
ambientes florestais, cortados por riachos de pequeno e médio porte que A. eugenioi vocaliza
e constroi os ninhos nos barrancos onde a reproducdo tem lugar (Hartmann, Hatrmann, e
Haddad, 2004; observagéo pessoal).

Depois de um longo periodo glacial, que durou cerca de 90 mil anos e que, entre
outras consequéncias, resultou na diminuicdo do nivel médio marinho em mais de 100 m,
expondo a plataforma continental brasileira ha cerca de 17,500 AP (anos antes do presente), o
nivel médio marinho dos oceanos voltou a se elevar (Suguio et. al., 1988). Como resultado,
préximo a costa, alguns picos de morros mais altos tornaram-se isolados e formaram as ilhas
costeiras, como é o caso das ilhas aqui estudadas (Montesinos et. al., 2012). A variagéo do
nivel do mar se deu de forma gradual, assim, os processos de isolamento dessas ilhas e o
continente ocorreram em épocas distintas, resultando em ilhas de idades diferentes,
dependendo da distancia e da profundidade dos canais responsaveis pela separacédo entre elas
e entre as ilhas e a costa. Portanto, com um canal de aproximadamente 55 m de profundidade,
que separa a llha Grande do continente, esta foi a primeira ilha a ser isolada, ha cerca de
10,000 AP. A llha da Marambaia foi a segunda a ser desconectada e a Ilha de Itacuruca, a
ualtima. Ambas separaram-se do litoral cerca de 7000 AP. Embora a Ilha da Marambaia esteja
conectada ao continente por uma faixa estreita de areia desde a Gltima regressdo marinha
(~3500 AP), a restinga ali presente ndo parece representar uma ponte para dispersdo das
espécies de floresta, principalmente aquelas ligadas a riachos, como é o caso da espécie aqui
estudada (Silva et al., 2008).

Por este motivo, considerei no presente estudo a paleo-ilha da Marambaia como uma

ilha, assim como fizeram Montesinos et. al (2012).
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Figure 2: Mapa do Estado do Rio de Janeiro mostrando as localidades onde foram feitas
gravacoes de Aplastodiscus eugenioi: (1) llha Grande, (2) Ilha da Marambaia, (3) Ilha de
Itacurucd, (4) Itaguai. Em amarelo Mangaratiba, localidade tipo.

2.2. A Espécie Estudada

O género Aplastodiscus Lutz (1950) esta distribuido desde a regido central e o sudeste
do Brasil até areas adjacentes da Argentina (Frost, 2013). Atualmente este género divide-se
em trés grupos: A. albosignatus, A. perviridis e A. albofrenatus (Faivovich et al., 2005).
Aplastodiscus eugenioi (Carvalho-e-Silva & Carvalho-e-Silva 2005) pertence ao grupo de A.
albofrenatus. Trata-se de uma espécie endémica da Mata Atlantica, associada a riachos de
matas e florestas. Apresenta registros nos municipios de Ubatuba e Caraguatatuba, Estado de
Sdo Paulo, e nos municipios de Mangaratiba (localidade tipo), Angra dos Reis, Duque de
Caxias, Engenheiro Paulo de Frontin, Magé, Nova lguacu e Parati, todos no Estado do Rio de

Janeiro. Recentemente teve sua distribuicdo ampliada para dois novos municipios:
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Cachoeiras de Macacu e Guapimirim, ambas no Estado do Rio de Janeiro (Salles, Pontes e
Silva-Soares, 2012).
2.3. Gravacéo e Analise dos Cantos

As gravacdes do canto de andncio de Aplastodiscus eugenioi, em diferentes
localidades da Mata Atlantica, foram feitas em uma sequéncia de trés minutos, com o uso de
um gravador digital Marantz PMD 660 e um microfone Sennheiser (e835S). Quando
capturados ap0s gravacao de seu canto, os machos tinham seu comprimento rostro-cloacal
(CRC) medido com um paquimetro de 0,1 mm de precisdo, e sua massa aferida com um
dinamémetro de 0,1 g de precisdo. Espécimes testemunho de Itaguai, llha Grande, llha da
Marambaia e Ilha de Itacuruca foram depositados na Colecdo Herpetoldgica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os cantos foram digitalizados com uma frequéncia de amostragem de 44 kHz e 16
bits de resolucdo e, posteriormente, analisados nos programas computacionais Raven Pro

Versdo 1.4 e SoundRuler Versao 0.9.4.1.

Foram medidos sete parametros acusticos do canto de anuncio: duracdo do canto (s),
taxa de repeticdo do canto (nimero de cantos por minuto), duracdo até o pico (S)
(corresponde ao peak time: tempo desde o inicio do canto até o ponto de maxima amplitude;
ver Tarano, 2001), formato do canto (razéo entre a duragdo até o pico e a duracdo do canto,
este parametro fornece a forma do envelope: linear, exponencial ou exponencial inversa; ver
Gerhardt, 1998), frequéncia fundamental (kHz), frequéncia dominante (kHz) e modulacédo de
frequéncia (kHz; diferenca entre a frequéncia dominante final e a frequéncia dominante
inicial). Os quatro primeiros parametros sao temporais e 0s trés ultimos sdo parametros
espectrais. Oscilogramas, sonogramas e espectros de poténcia foram produzidos com uso do

Sound Ruler Version 0.9.4.1 (FFT = 256; O = 90%; Hanning).
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A variacdo para cada parametro acustico entre individuos da mesma populacéo foi
calculada pelo coeficiente de variacdo interindividual (CViner = X pp/ X medias). O coeficiente

de variacdo é utilizado para comparar a variabilidade de atributos comportamentais que
diferem em valores médios (Gerhardt, 1991). Pardmetros acusticos com baixa variacao entre
individuos foram classificados como estaticos (inferiores a 11%). Os pardmetros com valores
entre 12% e 14% foram considerados intermedidrios, enquanto parametros com alta
variabilidade foram classificados como dindmicos (superiores a 15%; ver Gerhardt, 1991).
Modulacdo de frequéncia é uma varidvel que possui valores positivos e também negativos.
Por se tratar de um parametro que apresenta grande variacdo de valores, optei por ndo inclui-

lo nos célculos da variacao interindividual.

2.4. Andlises Estatisticas

Para testar a hipdtese nula, de que o canto ndo varia de forma significativa entre o
continente e as ilhas, utilizei técnicas multivariadas. Primeiramente, todos os dados foram
padronizados (centrados e reduzidos) para tornarem-se adimensionais. Isto foi feito porque
alguns parametros apresentavam valores negativos. Para criar uma matriz normalizada de
Distancia Euclidiana foi utilizado o Plymouth Routines in Multivariate Ecological Research
(PRIMER) “software package” (Clarke & Warwick 1994) Versdo 6. Essa matriz foi
submetida a analises de ordenacdo multidimensional (MDS). Quanto menores os valores de

estresse melhor, e valores variando entre 0,1 e 0,2 podem ser usados (Clarke, 1993).

3. Resultados

O canto de anuncio de Aplastodiscus eugenioi consiste em uma Unica nota tonal
repetida com intervalos irregulares. No continente, o canto de anuncio de A. eugenioi,
apresentou duracdo mediana (os dados ndo atendiam todos o0s requisitos de normalidade) de
0,08 s (N = 98 cantos), totalizando média de 13 cantos por minuto e frequéncia dominante
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variando entre 2,41 e 2,89 kHz. Nas ilhas, o canto de anincio de A. eugenioi apresentou uma
duracdo mediana de 0,09 s (N = 283), média de 17 cantos por minuto e frequéncia dominante

variando entre 2,25 e 2,93 kHz.

A tabela 1 apresenta um resumo descritivo dos parametros acusticos dos cantos de

anuncio de Aplastodiscus eugenioi nas ilhas e no continente.

O canto de anuncio de A. eugenioi possui forma de envelope exponencial inverso
(Figura 2). O momento de pico de energia ocorre bem no inicio do canto, decaindo
lentamente apos atingir esse pico (Figura 2). Andlises do sonograma e do espectro de
poténcia indicam o segundo harmoénico como sendo o harmdénico dominante (90% no

continente, N = 98 cantos e 92% nas ilhas, N = 283 cantos).
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Figura 2: Canto de anuncio de Aplastodiscus eugenioi gravado em Itaguai, Rio de
Janeiro: (A) oscilograma, (B) sonograma e (C) espectro de poténcia.
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Tabela 1. Parametros acusticos do canto de anuncio de Aplastodiscus eugenioi para as quatro localidades (Itaguai, llha da Marambaia, llha

Grande e llha de Itacurucd). Resultados apresentados como: media + desvio padrdo (amplitude); exceto modulacdo de frequéncia, frequéncia

dominante e frequéncia fundamental, para os quais os valores correspondentes a mediana.

Continente Ilhas
Itaguai Marambaia Ilha Grande Itacuruca
Duracdo do canto (s) 0,10 £ 0,02 0,09 £ 0,03 0,08 £ 0,02 0,09 £ 0,01
¢ (0,06-0,12) (0,06-0,21) (0,05-0,15) (0,06-0,11)
Taxa de repeticédo 13,08 + 6,60 14,60 £ 5,47 18+7,4 18+7,81
(cantos/minuto) (3-26) (6-30) (5-31) (9-23)
DUracio até o bi 0,01 £ 0,01 0,01+0,01 0,01 + 0,01 0,01 % 0,003
uracao ate o pico (S) (0,002-0,03) (0,001-0,03) (0,001-0,03) (0,002-0,03)
Formato do Canto 0,13+0,04 0,12+ 0,06 0,12 + 0,08 0,1+0,05
(0,02-0,30) (0,01-0,33) (0,01-0,44) (0,02-0,48)
Frequéncia Fundamental 1 ng’f 68) 1,33 1,38 1,24
(kHz) A (1,20-1,46) (1,19-1,54) (1,20-1,37)
2,75 2,58 2,58 2,41
Frequéncia Dominante (kHz) (2,41-2,89) (2,84-2,35) (2,25-2,93) (2,32-2,75)
Modulacéo de frequéncia 0 0 0 0
(kHz) (-0,34-0,34) (-0,17-0,17) (-17-0,34) (-0,87-0,17)
N (cantos; individuos) 98; 10 154; 16 100; 10 29; 6
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O MDS dos parametros temporais e espectrais ndo resultou em uma distingéo
evidente das quatro populagdes: Itaguai (continente); Ilha de Itacurucd, llha Grande e llha da
Marambaia. A representacdo grafica do MDS ndo apresenta qualquer padréo de distribuicdo
que possibilite a separacdo segura entre os individuos de ilha e continente (Figuras 3 e 4).
Testando-se, separadamente, 0s pardmetros temporais e espectrais, também ndo houve
qualquer distin¢do. O nivel de estresse (= 0,13) se mostrou dentro do intervalo considerado

aceitavel (entre 0,1 e 0,2; Clarke 1993).
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Figura 3: Plotagem do MDS dos parametros acusticos do canto de anuncio de
Aplastodiscus eugenioi. Onde: IT: Itaguai; IG: llhaGrande; GA: Gamboa (llha de
Itacurucd); MA: llha da Marambaia.
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Figura 4: Plotagem do MDS dos parametros acusticos do canto de anuncio de
Aplastodiscus eugenioi de C: Continente e I: Ilhas.

De acordo com o coeficiente de variagdo (CVinter), @ maior variacdo foi encontrada no

alta. Por este motivo, estes parametros foram considerados dinamicos.

de A. eugenioi, em ltaguai.

formato do canto, enquanto que a menor variacao apresentou-se na frequéncia dominante,
seguida pela frequéncia fundamental. Os dois Gltimos parametros, assim como a duracdo do
canto, foram classificados como estaticos. A taxa de repeticdo do canto apresentou variacao

intermediaria, enquanto formato do canto e duracdo até o pico apresentaram uma variacao

A tabela 2 apresenta, mais detalhadamente, os resultados do coeficiente de variacdo (CVinter)
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Tabela 2. Valores da variacdo interindividual dentro da populacdo de Aplastodiscus eugenioi
de Itaguai. Amplitude dos valores entre parénteses.

Parametro Tipo CVinter(%0)
Duracéo do canto (s) Estéatico 6,4
(0,06-0,12)
f 14,2
Taxade rgpetlgao Intermediario
(cantos/minuto) (3-26)
54,3
Duracdo até o pico (S) Dindmico
(0,002-0,03)
58,5
Formato do Canto Dinamico
(0,02-0,30)
3,4
A Estatico
Frequéncia Fundamental (1.29-1,68)
(kHz)
Estético 1,9
Frequéncia Dominante (kHz) (2,41-2,89)
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4. Discussao

As mudancas periodicas do nivel do mar, como aquelas que ocorreram no final do
Pleistoceno, sdo consideradas como processo relativamente rapidos e que estdo dentre
aqueles capazes de impactar a evolucdo de organismos insulares (Jordan e Snell, 2008). A
separacdo entre continente e ilhas isola grande parte das populacdes de flora e fauna.
Trabalhos relacionados aos efeitos do isolamento geografico de populacGes devido a elevacao
do nivel do mar sdo relativamente abundantes. Montesinos et al. (2012), utilizando
parametros morfometricos, detectou nanismo em populacdes de Rhinella ornata (Anura,
Bufonidae) em duas (Ilha da Marambaia e llha Grande) das trés ilhas estudadas no presente
trabalho. Measey et al. (2007), com base em estudos de sequéncias de DNA mitocondrial,
refutam a hipotese de que anfibios endémicos das ilhas do Golfo da Guiné tenham sido
introduzidos antropogenicamente em favor de evidéncias de mecanismos de dispersdo
natural. Ohmer et al. (2008), detectam diferencas fenotipicas regionais em caracteres
comportamentais (canto) e morfolégicos (coloracdo e tamanho corporal), que ndo sdo
corroborados pela histéria filogenética de Dendropsophus ebraccatus Cope, 1874.

Estudos da variacdo acustica entre populacdes insulares sdo menos frequentes. Na
década de 60, Littlejohn (1964; 1965) investigou a variacdo geografica nos cantos de andncio
de populacdes de anuros presentes no continente e em ilhas continentais do sul da Australia,
além de populacdes alopétricas (Littlejohn, 1968), também no territério australiano. No
estudo com Crinia signifera Girard, 1853, Littlejohn (1964) concluiu que existiam diferencas
significativas entre a estrutura do canto da espécie comparando-se ilha e continente, além
disso, tais diferencgas acusticas ndo eram acompanhadas de diferengas na morfologia externa
dos individuos. Em relagdo ao trabalho com Litoria ewingii (=Hyla ewingi Dumeril e Bibron,

1841), Littlejohn (1965) encontrou distincdo entre os cantos das populacGes insulares e
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continentais, ainda que ndo em um grau considerado pelo mesmo como sendo suficiente para
funcionar como uma barreira etoldgica eficiente de isolamento.

Apesar dos resultados de Littlejohn (1964; 1965), que estudou um sistema de ilhas
com histdrico de formagdo bastante semelhante investigado neste trabalho, os resultados aqui
encontrados indicam a inexisténcia de variacdo entre os cantos nas diferentes ilhas,
corroborando a hipotese nula; ou seja, que 0s cantos de andncio de A. eugenioi ndo
apresentaram evidéncias de que o isolamento geogréfico em ilhas favoreceu o surgimento de
divergéncias entre os pardmetros acusticos. Mesmo quando se testando os caracteres
acusticos espectrais e temporais isoladamente, nenhuma diferenga pode ser observada.

As llhas de Itacurucgd, llha Grande e a llha da Marambaia apresentam gradiente
ecoldgico e diversidade de habitats, além de uma area relativamente ampla, caracteristicas
necessarias para manutencdo de grandes populacdes (Lovette et al., 2002; Gavrilets e Vose,
2005). Populagbes maiores, em uma fase recente apds o isolamento entre ilhas e continente,
impedem que ocorram eventos estocésticos de acumulo de variagcdo relacionados a
populagdes de tamanho reduzido.

Outra explicacdo plausivel para a falta de variabilidade entre as amostras de
populacBes de ilhas diferentes refere-se a possibilidade de que, através de mecanismos
naturais, as populacdes insulares e continentais de Aplastodiscus eugenioi pudessem estar
trocando individuos. Essas trocas casuais, porém constantes, ajudariam a manter as
populacBes mais homogéneas sob o ponto de vista genético, com consequéncias nos
repertérios comportamentais. Montesinos et al. (2011) sugerem que iSso possa ocorrer entre
as populagdes continentais de Rhinella ornata e da llha de Itacuruga. Outro exemplo é a
hipdtese levantada por Measey et al. (2007) para explicar como Ptychadena newtoni (Anura:
Ranidae), uma espécie insular de Sdo Tomé, no Golfo da Guiné, relaciona-se com espécies da

costa leste do continente Africano. Segundo esses autores, um ancestral conseguiu chegar a
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ilha, que dista 255 km da costa da Africa através de balsas naturais, arrastadas pelas aguas
dos rios Congo e Niger, que ainda contribuem para manter a &gua marinha do caminho menos
salina, 0 que aumentaria as chances de sobrevivéncias dos dispersores. No caso das ilhas aqui
estudadas, essa hipdtese ndo parece plausivel, uma vez que nem nas ilhas, nem no continente
existem rios que pudessem fazer o transporte. Talvez aqui, testes de estrutura genética dessas
populagdes pudessem ser conclusivos quanto a essa possibilidade.

Quando os resultados aqui apresentados sdo comparados com aqueles das espécies
estudadas por Littlejohn (1964; 1965), Crinia signifera e Litoria ewingii, que apresentaram
evidéncias de variacdo no canto de andncio, outro ponto merece apreciacdo. As duas espécies
australianas utilizam ambientes lénticos para reproducdo (frogs.org.au). E esperado que
anuros que se reproduzem em poca e com baixa capacidade de dispersdao sejam mais
suscetiveis a formacdo de populacbes isoladas (Green, 2003), o que pode aumentar as
chances de fixar variagbes. As evidéncias de variagdo encontradas por Littlejohn (1964;
1965) levam a concluséo de que essa seja a condicdo das espécies investigadas.

Os coeficientes de variacdo de canto, dentro da populacdo de A. eugenioi de Itaguali,
mostram que os dois fatores com menor variagdo sdo espectrais: frequéncia dominante e
frequéncia fundamental, ambos estaticos. Os parametros com maior variacdo, portanto
dindmicos, sdo formato do canto e duracdo até o pico. Ambas sdo varidveis temporais. Os
parametros acusticos espectrais estdo submetidos a controle morfolégico (tamanho corporal,
por exemplo), enquanto os parametros temporais sofrem influéncia do ambiente (como
temperatura) e do contexto social (Tarano, 2001). Embora parametros espectrais tendam a
variar pouco e 0s temporais apresentarem maior variabilidade, ambos os parametros, estaticos
e dinamicos, sdo potenciais indicadores de aptidao reprodutiva do macho (Gerhardt, 1991).
Fémeas podem optar por machos maiores baseando sua escolha na frequéncia dominante, ou,

por outro lado, escolher machos que produzam canto com maior gasto energético, através da
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taxa de repeticéo do canto. Em ambos os casos os machos demonstram grande aptidao, o que
seria transmitido a prole (Gerhardt, 1991). Ndo existem regras para esta escolha.

Embora Hoskin et al. (2005) tenham documentado a evolugédo da selecdo sexual em
Litoria genimaculata em menos de 8000 anos de isolamento, no caso de Aplastodiscus
eugenioi, os resultados parecem indicar que a selecdo sexual exercida pelas fémeas esteja
atuando em caracteres pouco variaveis do canto. Ainda que a falta de variacdo geogréfica nos
cantos ndo implique que a escolha seja feita com base em caracteres pouco variaveis do
canto, esta op¢do da fémea (caso esteja ocorrendo) seria responsavel pela estabilizacdo da
evolucdo do canto da espécie. Também ndo se deve descartar a possibilidade de que
simplesmente o tempo de isolamento ainda ndo é o suficiente para que variagbes no canto
sejam detectaveis pelas anélises acusticas. Littlejohn (1964; 1965) demonstrou a eficacia dos
cantos de anuncio como objetos de estudo da evolugcdo de espécies em ilhas continentais.
Porém, no presente estudo, somente a bioacustica ndo é suficiente para conclusdes
definitivas. Considero que a combinacdo de ferramentas seja o ideal nas investigacOes
buscando evidéncias de processos evolutivos, assim como fizeram Ohmer et al. 2008 com
Dendropsophus ebraccatus. Desta forma, com intuito de determinar a existéncia de variagdes
nos parametros acusticos de A. eugenioi devido ao isolamento geografico de populacdes em
ilhas costeiras, sugiro que novos estudos complementares sejam feitos com estas mesmas
populagdes utilizando-se morfometria e/ou morfologia, além de marcadores moleculares
como ferramentas, uma vez que estes ultimos sdo mais eficazes em detectar variacbes mais

sutis nos organismos do que qualquer outra ferramenta de investigacdo utilizada atualmente.
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3. Conclusoes e Consideracdes Finais

1. Aplastodiscus eugenioi e A. albofrenatus apresentam uma grande sobreposi¢cdo nos
parametros acusticos do canto de andncio.

2. A populacédo de A. eugenioi de Guapimirim foi a que mais se distinguiu das outras trés
populacdes.

3. As comparacOes dos cantos de A. eugenioi e A. albofrenatus ndo apresentaram
qualquer divergéncia acustica consistente nos parametros espectrais.

4. A representacdo grafica do MDS ndo apresenta qualquer padrdo de distribuicdo que
possibilite a separacdo segura entre os individuos de ilha e continente, com base em
caracteres acusticos.

5. De acordo com o coeficiente de variacdo interindividual, frequéncia dominante,
frequéncia fundamental e duracdo do canto, foram classificadas como parametros
estaticos. A taxa de repeticdo do canto apresentou variacdo intermedidria, enquanto
formato do canto e duracdo até o pico foram considerados dinamicos.

6. Os cantos de anuncio de A. eugenioi ndo apresentaram evidéncias de que o isolamento
geografico em ilhas favoreceu o surgimento de divergéncias entre os parametros
acusticos.

7. A possibilidade de que simplesmente o tempo de isolamento ainda ndo é o suficiente
para que variacbes no canto sejam detectaveis pelas analises acusticas deve ser
considerada.

8. Um maior conhecimento sobre Aplastodiscus eugenioi possibilitaria medidas eficazes
para conservacao da espécie. A. eugenioi possui reprodugdo continua ao longo de todo
ano e depende de riachos para que isto ocorra. Apesar de ser uma espécie encontrada
em ambientes onde existe a presenga humana, os riachos precisam apresentar uma

qualidade minima para possibilitar todo o ritual de acasalamento deste anuro. No
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vilarejo da Gamboa, na Ilha de Itacurucd, a acdo antrépica depauperou o ambiente e a
retirada de areia dos riachos (possivelmente para uso na construcdo de novas casas)
prejudica a reproducdo de A. eugenioi. Esta acdo humana ja se reflete na diminuicdo
do ndmero de individuos amostrados ao comparar-se com amostragens feitas em anos

anteriores na mesma localidade.
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