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RESUMO

A bioacustica é uma ferramenta importante para o entendimento de algumas
dindmicas populacionais, permitindo o estudo de interagdes entre os animais através
de vocalizacdes e outros sinais acusticos. Neste estudo avaliamos a variabilidade em
vocalizacbes de machos da espécie Scinax pachycrus (Anura, Hylidae), buscando
identificar quais propriedades dos cantos de anuncio sao potencialmente Uteis para a
discriminacgdo entre individuos nesta espécie, assim como propriedades associadas a
existéncia de diferenciacao interpopulacional. Para isto, gravamos cantos de anuncio
de 32 machos em quatro florestas serranas (Brejos de Altitude) nos Estados de
Alagoas e Pernambuco. A partir das gravacdes de em média 10 cantos de cada
individuo, medimos 10 variaveis acusticas espectrais e temporais. Calculamos o0s
coeficientes de variacao intraindividuais, intrapopulacionais e interpopulacionais de
cada variavel acustica. Realizamos testes de regressao linear simples para verificar a
influéncia do tamanho corporal e da temperatura no momento da gravacéo sobre as
variaveis acusticas. Foi utilizada uma anélise de componentes principais (PCA) para
reduzir a dimensionalidade dos dados acusticos e testes de ANOVA e Kruskal-Wallis
para testar diferencas acusticas entre as populacdes. Os coeficientes de variacao
indicaram que o nivel intraindividual se mantém predominantemente estatico,
enquanto os intra e interpopulacionais sdo principalmente dinamicos. Tamanho
corporal e temperatura do ar mostraram pouca e baixa influéncia sobre a variagado nos
parametros acusticos. Os parametros com variacao significativa entre as populacdes
foram largura de banda e frequéncia baixa. Uma das popula¢cdes demonstrou maior
distanciamento, podendo ser resultado do seu maior distanciamento geografico e
possivel isolamento em relacdo as demais populacdes. Nossos resultados indicam
que através dos parametros estaticos no nivel intraindividual ha possivel
reconhecimento individual nas populagfes estudadas. Além disso, alguns parametros
podem atuar na discriminacao de individuos de populagdes diferentes, especialmente

aguelas mais distantes geograficamente.

Palavras-chave: Anuros. Bioacustica. Cantos de anuncio. Coeficiente de variagéo.

Vocalizagéo.



ABSTRACT

Bioacoustics is an important tool for understanding some population dynamics,
allowing studies of interactions among animals through vocalizations. In this study, we
evaluated the variability in vocalizations of males of the frog Scinax pachycrus (Anura,
Hylidae), with the purpose of identifying which properties of their advertisement calls
are potentially useful for discrimination between individuals, as well as properties
associated with acoustic differentiation among populations. We recorded
advertisement calls of 32 males in four highland forest enclaves in the states of
Alagoas and Pernambuco. From the recordings of an average of 10 calls of each
individual, we measured 10 spectral and temporal acoustic variables. Then, we
calculated within individual, intra and interpopulation coefficients of variation for each
acoustic variable. We used simple linear regression tests to verify the influence of body
size and temperature at the time of the recording on acoustic variables. We used
principal component analysis (PCA) to reduce the dimensionality of acoustic data and
ANOVA and Kruskal-Wallis tests were used to test acoustic differences between
populations. The coefficients of variation indicated that the within individual level of
variation of acoustic variables remains predominantly static, while the within population
and interpopulation levels are mainly dynamic. Body size and air temperature showed
little and low influence on the variation in acoustic parameters. Variables with
significant variation between populations were frequency bandwidth and the lower
frequency of the call. One population was highly acoustically differentiated from the
remaining, which could be the result greater geographic distance and geographic
isolation from the other populations. Our results indicate that through static parameters
at the within individual level there is a possible individual recognition in the studied
populations. In addition, some parameters can act to discriminate individuals from

different populations, especially those that are geographically more distant.

Keywords: Advertisement call. Anurans. Bioacoustics. Coefficient of variation.

Vocalization.
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1 INTRODUCAO

A comunicacao entre individuos de uma mesma espécie consiste na emissédo
e recepcao de sinais contendo alguma informacéo biolégica como informacdes que
indiguem sua identidade, localizacdo ou estado comportamental. Portanto, essencial
na intermediacdo de interacdes ecoldgicas e sociais (Bradbury; Vehrencamp, 1998).
Em contraste com grupos animais nos quais tanto machos quanto as fémeas tém a
capacidade de produzir vocaliza¢des, na maioria das espécies de anuros, apenas 0
macho é capaz de vocalizar (Goyes Vallejos et al., 2017). Suas vocalizacbes sao
usadas principalmente para atrair fémeas ou para defender seus territdrios contra
outros machos. O tipo de vocalizagdo mais frequentemente utilizado pelos machos, e
que normalmente exerce estas duas funcdes, € chamado de canto de anuncio (Wells,
1977; Kohler et al., 2017), o qual também possui importante papel no reconhecimento
e discriminacdo entre os individuos de uma populacdo ou de populacdes diferentes
(Bee et al., 2010).

Os cantos de anuncio podem ser caracterizados por meio de parametros
acusticos, temporais (duracdo da nota, niumero de pulsos etc.) ou espectrais
(frequéncia dominante, largura de banda etc.). Estes parametros podem variar entre
0s cantos de individuos de uma populacdo, e mesmo entre os cantos de um mesmo
individuo, devido a variabilidade em caracteristicas intrinsecas (por exemplo,
tamanho, condicdo corporal, morfologia da laringe) e extrinsecas ao organismo (por

exemplo, variacdo em temperatura ambiental) (Gingras et al., 2012).

A variabilidade intraindividual, intrapopulacional e interpopulacional em
parametros acusticos temporais e espectrais dos cantos de anuros pode ser
quantificada, permitindo inferéncias sobre quais destes parametros sao
potencialmente mais Uteis para o reconhecimento individual e quais podem estar
associados a diferenciagdo acustica entre populagdes. Para isto, utiliza-se o calculo
de coeficientes de variacdo (CV) destes parametros. Neste sentido, os valores dos
CVs podem ser categorizados, de forma a indicar parédmetros acusticos como
dindmicos, ou seja, altamente variaveis, ou estaticos (Gerhardt, 1991). Estes valores

refletem, potencialmente, a capacidade de individuos reconhecerem as vocalizacdes
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de outros individuos, pois se um parametro é dinamico, sugere-se que ele varia mais
facilmente em resposta a fatores extrinsecos, sendo menos provavel que esta seja
uma variavel util para o reconhecimento entre individuos, ou que tenha relagdo com

diferenciacdo acustica entre populacdes (Bee et al., 2013).

As caracteristicas das vocaliza¢des de anuros também sé&o influenciadas pelo
isolamento reprodutivo (West-Eberhard, 1983). Uma vez que os cantos de anuncio
sao herdados geneticamente e ndo sdo modificados por aprendizagem (Heyer; Reid,
2003), populacdes alopatricas frequentemente apresentam diferenciacdo acustica,
decorrente de processos de deriva genética ou de adaptacdo ao ambiente de
transmissao em diferentes locais (Panhuis et al., 2001; Gerhardt; Huber, 2002; Kaefer
et al., 2013; Guerra et al.,, 2018). Neste sentido, barreiras biogeograficas ou o
isolamento em diferentes remanescentes de um habitat especifico podem estar
associadas a diferenciacdo em um ou mais parametros acusticos entre populacées

de uma espécie (Amézquita et al., 2009).

Apesar de frequentemente avaliadas em diferentes espécies de anuros no
mundo todo (Bee; Gerhardt, 2001; Gasser; Amézquita; Hodl, 2009; Kaefer; Lima,
2012), ndo h&d um consenso a respeito da variabilidade e da estereotipia de diferentes
parametros acusticos dos cantos de anudncio em anuros. Por exemplo, parametros
temporais, como a duracdo dos cantos, podem ser considerados dindmicos ou
estéaticos/estereotipados, dependendo da espécie estudada e do numero de
individuos ou populagbes avaliadas (Forti et al., 2016; Bee et al., 2001; Howard;
Young, 1998). A dificuldade em se observar padrdes mais gerais descrevendo a
variabilidade em parametros acusticos de cantos de anuros também é agravada pelo
namero relativamente pequeno de espécies ja avaliadas em regides hiperdiversas,

como os biomas tropicais do Brasil.

Visando contribuir com a ampliagéo do conhecimento sobre a variabilidade em
sinais acusticos em espécies de anuros neotropicais, neste estudo investigamos a
variabilidade intraindividual, intrapopulacional e interpopulacional em parametros
acusticos dos cantos de anuncio da Perereca-da-caatinga, Scinax pachycrus
(Miranda-Ribeiro, 1937). Também investigamos se 0 provavel isolamento das
populac6es amostradas em diferentes remanescentes florestais em areas de alta

altitude (Brejos de Altitude) dos estados de Alagoas e Pernambuco pode estar
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associado a diferenciacédo acustica populacional nesta espécie, apontando provavel
isolamento reprodutivo e auxiliando na elaboracéo de hipéteses sobre a evolucéo da

diversidade de anuros em areas de altitude ao norte do rio Sao Francisco.

OBJETIVOS

Gerais

Investigar a variabilidade em parametros acusticos dos cantos de anuncio da
perereca-da-caatinga, Scinax pachycrus em diferentes niveis de organizacéo
(intraindividual, intrapopulacional e interpopulacional) com base em gravacgdes de
cantos realizadas em florestas serranas ao norte do rio Sdo Francisco, averiguando

propriedades acusticas potencialmente envolvidas na discriminacdo entre individuos.

Especificos

e Auvaliar se propriedades acusticas temporais e espectrais do canto de anuncio
de Scinax pachycrus sdo dindmicas ou estéticas, considerando os niveis de
variacao intraindividual, intrapopulacional e interpopulacional;

e Aferir quais propriedades dos cantos de andncio de Scinax pachycrus séo
potencialmente Uteis para a discriminacdo entre individuos nas populacdes
analisadas;

e Investigar a existéncia de diferenciacdo acustica populacional em Scinax
pachycrus, considerando amostras de cantos de andncio obtidas em quatro

localidades de florestas serranas nos estados de Alagoas e Pernambuco.

2 METODOLOGIA

2.1 ESPECIE DE ESTUDO

Scinax pachycrus (Miranda-Ribeiro, 1937), conhecida popularmente como
perereca-da-caatinga ou no inglés como “Pocdo Snouted treefrog”, (Figura 2) € um

anuro pertencente a familia Hylidae, familia que possui hoje 1049 espécies

reconhecidas (Frost, 2023). O género Scinax Wagler, 1830, se distribui desde o leste
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do México até a Argentina, contando com cerca de 74 espécies (Frost, 2023). Scinax
pachycrus, € uma espécie de habitos noturnos, e ocorre em enclaves umidos ou matas
estacionais no sudoeste da Bahia e em toda a caatinga, com a maior parte da sua
distribuicdo contida na regido nordeste. Pode ser encontrada em afloramentos
rochosos, bromeliaceas e vegetagdes proximas a corpos d’agua (Peixoto; Arzabe,
2004; Freitas; Silva, 2004).

O adulto de Scinax pachycrus é caracterizado pela coloracédo pardo-amarelada
sem manchas, e pela presenca de uma faixa preta que se estende a partir da parte
posterior das narinas, passando pelos olhos e seguindo em direcao a regido inguinal.
Adultos podem alcancar até 3,5 cm de comprimento rostro-cloacal (Freitas; Silva,
2004). Seu canto de anuncio é descrito como uma Unica nota pulsada, com 17 a 32
pulsos, e média de duracdo de 305 ms. A taxa de repeticdo de cantos € de
aproximadamente 37 cantos/min e os cantos tém energia distribuida em duas faixas
de frequéncia bem marcadas: uma em torno de 2 kHz, correspondendo ao 1°
harmoénico (ou harmonico fundamental), e outra em torno de 4 kHz; correspondendo

ao 4° harmonico (Carneiro; Magalhaes; Junca, 2004).

2.2 AREA DE ESTUDO

As gravac0des de Scinax pachycrus foram obtidas de novembro de 2020 a junho
de 2022 em quatro localidades representativas de florestas serranas ou Brejos de
Altitude nos estados de Alagoas e Pernambuco (Figura 1). Tais areas sao enclaves
de florestas Uumidas ou subumidas perenifdlias ou subperenifélias localizadas nas
por¢cdes mais altas (entre 600 e 1.100 m) de serras e encostas a barlavento no
semiarido nordestino, circundadas por vegetacao xerdfila de Caatinga nas terras
baixas (Andrade-Lima, 1960,1982; Sales et al.,, 1998). As localidades visitadas
encontram-se distribuidas sobre o Planalto da Borborema, com altitudes entre 150 e
1200 m (Tabarelli; Santos, 2004) e com chuvas orograficas podendo alcancar niveis
de precipitacdo de 1.600 mm/ano (Silva et al., 2018). No presente estudo, coletamos
dados em dois tipos vegetacionais: Floresta Estacional Semidecidual (Parque
Nacional do Catimbau = PNC, Fazenda Vale Tabocas = FVT e Refagio de Vida
Silvestre Morros do Craund e do Padre = RVSMCP) e Area de Tens&o Ecoldgica
(Parque Natural Municipal Professor Jodo Vasconcelos Sobrinho = PNMPJVS)
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(Tabarelli; Santos, 2004). Com excecao de Fazenda Vale Tabocas, estas localidades
estdo atualmente inseridas em unidades de conservacdo ou em zonas limitrofes,
porém com um longo historico de exploracéo, devastacao e perda de habitat (Coimbra
Filho; Camara, 1996; Theulen, 2004; Ribeiro et al., 2009).

9.0°8

Localidades
X PNMPIVS

@ vr

+ pnC

V¥V RVSMCP

7 Planalto da Borborema

| Remanescentes de Mata Atlantica

Figura 1. Posi¢do geogréfica das localidades de estudo sobre o Planalto da Borborema (tracejado em

vermelho). O nimero de individuos gravados/coletados por area € informado dentro das caixas.

2.3 AQUISICAO DE DADOS

Um total de trinta e dois machos de Scinax pachycrus foram gravados nas
guatro localidades, enquanto emitiam cantos de anuncio (Figura 2). As gravacdes
foram feitas das 17:00 as 23:00 horas em cada localidade. Trés tipos de gravadores
digitais foram utilizados (Tascam Dr-05x Linear PCM Recorder, Zoom Hln Hand
Recorder 120GL e Marantz Professional Solid State Recorder PMD620), acoplados a
um microfone direcional AKG D7 posicionado entre 0.5 e 1.0 m de cada individuo,
sem obstaculos entre o individuo vocalizando e o microfone, com cuidados para que
haja o minimo de interferéncia possivel da presenca humana no momento da
gravacdo. As configuracdes de gravacao foram as mesmas em todos os gravadores:
taxa de amostragem de 44.1 kHz, resolucéo de 16 bits e formato .WAV. Registramos

a temperatura do ar no momento de cada gravacdo com um termoémetro digital. As



16

gravacodes variaram entre 30 s e trés minutos e continham pelo menos seis cantos de
anuncio.

As gravagbes foram analisadas no software Raven Pro 1.6 utilizando as
seguintes configuracdes: formato de janela Blackman, tamanho de janela 10 ms,
sobreposicao de 80% entre janelas e DFT (Discrete Fourier Transformation) com
tamanho de 2.048 amostras. A partir de cada gravacéo individual foram amostrados
em média 10 (6-11) cantos com melhor qualidade de gravacao (por exemplo, com
menor sobreposi¢cdo com ruido de fundo ou com cantos de outros individuos), a partir
dos quais foram medidos os seguintes parametros temporais e espectrais: duracao
da nota (DN), nimero de pulsos por nota (NP), taxa de emisséo de pulsos (pulsos/s)
(TP), duracéo do pulso mais central (DPC), duracao do intervalo de siléncio apés pulso
central (IAP), frequéncia mais baixa (FB), frequéncia mais alta (FA), largura de banda
(LB), frequéncia dominante do primeiro harménico (FD1) e frequéncia dominante do
quarto harménico (FD4). Medimos os parametros espectrais 20 dB abaixo da
frequéncia de pico, para evitar sobreposicdo com o ruido de fundo (Erdtmann;
Amézquita, 2009; Kaefer; Lima, 2012).

Amplitude
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Figura 2. Coloracdo em vida (foto a direita) e representacdo grafica do canto de andncio de Scinax
pachycrus: Oscilograma (A), espectrograma (B) e espectro de frequéncias (C) do canto de andncio de
um macho gravado.
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2.4 ANALISE DE DADOS

A partir das analises dos cantos, calculamos as médias e os desvios-padréo de
cada variavel para cada individuo e para cada populacdo. Posteriormente,
calculamos, a partir das médias e desvios padrao, os coeficientes de variagcédo (CV =
100% x (desvio padrdo/média) para cada varidvel acustica em trés niveis:
Intraindividual (CVwi), intrapopulacional (CVwp) e interpopulacional (CVo). O CVo foi
calculado para cada variavel acustica a partir das médias e desvios-padrdo obtidos
para todos os individuos dentro das quatro populac¢des, o CVwp foi obtido a partir das
médias e desvios-padréo obtidos para os individuos em cada populacédo, e o CVwi foi
obtido a partir do valor médio do CVwp de todos os individuos em uma determinada
populacdo (Velasquez et al., 2013). Através do CV intrapopulacional foi possivel
avaliar o nivel de estereotipia das varidveis acusticas, indicado pelo valor do
coeficiente de variacdo. Variaveis com um valor de CV menor que 5% foram
consideradas estéticas; aquelas com um valor acima de 12% foram consideradas
dindmicas, e aquelas com valores entre 5% e 12% foram consideradas intermediarias.
A classificacdo baseada em valores de CVwi seguiu a proposta descrita por Gerhardt
(1991), amplamente utilizada em estudos sobre a variabilidade em sinais acusticos
em anuros. Também calculamos a taxa de variabilidade CVo/ CVwp, que serve como
uma medida direta da magnitude relativa de variabilidade observada entre e dentro
das populacdes (Velasquez et al., 2013).

Foram realizadas regressoes lineares simples para testar a relacao entre as
variaveis acusticas (considerando os valores médios de cada parametro por individuo)
com a temperatura do ar no momento da gravacdo e o CRC (comprimento rostro-
cloacal) do individuo gravado. Uma analise de componentes principais (PCA) foi
utilizada para reduzir o nUmero de variaveis acusticas correlacionadas, produzindo
componentes principais que foram utilizados como variaveis dependentes em um
teste baseado em analise de variancia (ANOVA), para verificar se existe diferenciacédo
acustica entre as populagbes, complementada por um teste de pares de Tukey.
Diferencas entre as populacdes também foram testadas considerando cada parametro
acustico individualmente. O teste de ANOVA foi usado nos parametros com
distribuicdo normal e o de Kruskal-Wallis naqueles com distribuicdo ndo normal. O

teste Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni foi aplicado quando diferencas
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significativas gerais foram observadas no teste de Kruskal-Wallis. As analises foram
executadas utilizando o software R (R Core Team 2023) e o software PAST

Palaeontological Statistics, versao 4.03 (Hammer, 2001).

3 RESULTADOS

Com base nos coeficientes de variacdo (Tabela 1), os parametros acusticos
analisados foram classificados como estaticos (50% dos parametros) ou
intermediarios (50% dos parametros) no nivel intraindividual. No nivel
intrapopulacional 40% dos parametros espectrais foram dinamicos, 40% foram
intermediarios e 20% estaticos. Entre os parametros temporais, 60% foram dinamicos,
40% intermediarios e ndo houve parametros estaticos. Para o nivel interpopulacional,
40% dos parametros espectrais foram dinamicos, 40% foram intermediarios e 20%
estaticos. Entre os parametros temporais, 80% foram dinamicos, 20% intermediarios
e nao houve parametros estaticos (Tabela 1). Os CVs nos niveis intra e
interpopulacional foram bastante semelhantes, diferindo apenas em relacdo ao
parametro duracdo do pulso central (DPC), que foi dinAmico apenas para o nivel
interpopulacional. A razdo CVo/CVwp apresentou maiores valores para os parametros
FB, LB e DPC, sugerindo que esses parametros se distinguem mais, principalmente
a frequéncia baixa, que apresentou maior valor comparado aos outros. Como
complementacdo para estes dados foi visto também a variacdo dos parametros
acusticos para cada populacdo (Tabela 2). PNMPJVS foi a populacdo com menor
namero de gravacgdes registradas, 40 gravacdes, enquanto para as outras populacées
houve mais de 100 vocaliza¢Bes analisadas cada, refletindo em menores coeficientes
de variagéo.

Os testes de regressao linear entre temperatura do ar e parametros acusticos
detectaram uma relacao significativa, porém muito fraca, com a frequéncia mais baixa
do canto (r2 = 0.20; p = 0.01). Os testes de regressao entre tamanho corporal e
parametros acusticos detectaram uma relacdo negativa, mas fraca (2= 0.14 - 0.27; p
< 0.05), com a duracao da nota, frequéncia mais alta do canto, nimero de pulsos e

duracédo do pulso (Tabela 3).
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Tabela 1. Estatisticas descritivas de propriedades acusticas temporais e espectrais dos cantos de andncio de Scinax pachycrus amostrados em quatro florestas

serranas dos estados de Pernambuco e Alagoas, e seus coeficientes de variagdo intraindividuais (CVwi), intrapopulacionais (CVwp) e interpopulacionais (CVo).

As varidveis séo classificadas como estaticas, intermediarias ou dindmicas de acordo com critérios propostos por Gerhardt (1991).

Parametro acustico Média + 1 DP Amplitude CVwi CVwp CVo CVo/CVwp  Tipo CVwi Tipo CVwp Tipo Cvo
Duragdo da nota (s) 0.22 +0.037 0.13-0.29 7.37 17.28  17.02 0.99 Intermediario  dindmico dindmico
Frequéncia baixa (Hz) 1848.98 +832.82  1245.64-3680.10 9.67 18.30  45.04 2.46 Intermediario  dindmico dindmico
Frequéncia alta (Hz) 5606.57 +422.6 4154.8-6238.11 4.51 6.81 7.53 111 estatico Intermedidrio  Intermediario
Largura de banda (Hz) 3757.58 +906.43  1762.03—4931.75 7.27 1588  24.12 1.52 Intermediario  dindmico dindmico
Freq. dominante 1° (Hz) 1957.64 +121.46  1515.60-2191.41 2.01 5.22 6.2 1.19 estético Intermediario Intermediario
Freq. dominante 4° (Hz) 4555.7 +214.42 4053.62-4992.62 5.55 4.16 4.7 1.13 Intermediario  estatico estatico

N° de pulsos 18.93 +3.20 13.43-25.46 7.63 16.23 16.94 1.04 Intermedidrio  dindmico dindmico
Dur. Pulso central (s) 0.008 + 0.001 0.005-0.009 3.24 9.85 12.71 1.29 estatico Intermedidrio  dindmico

Int. ap6s pulso central (s)  0.003 + 0.001 0.001-0.006 3.63 2439  28.37 1.16 estatico dindmico dindmico
Taxa de pulsos (p/s) 86.13 +5.93 73.30-106.04 2.06 6.00 6.89 1.15 estatico Intermedidrio  Intermediario
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Tabela 2. Classificacdo de propriedades acusticas temporais e espectrais, dos cantos de anincio de Scinax pachycrus, em estaticas, intermediarias ou

dindmicas para as quatro florestas serranas dos estados de Pernambuco e Alagoas.

Localidades

Parametros estaticos

Parametros intermediarios

Parametros dinamicos

N° de
vocalizacdes

PNMPJVS

RVSMCP

FVT

PNC

Espectral: FA, FD1, FDA4.
Temporal: DPC, TP.

Espectral: FD4.
Temporal: TP.
Espectral: FD1, FDA4.
Temporal: TP.

Espectral: FD1.

Espectral: FB, LB.
Temporal: NP, IAP.

Espectral: FA, FD1.
Temporal: DPC.

Espectral: FB, FA, LB.

Espectral: FA, FDA4.
Temporal: TP.

Temporal: DN.

Espectral: FB, LB.
Temporal: DN, NP, IAP.

Temporal: DN, NP, DPC, IAP.

Espectral: FB, LB.

Temporal: DN, NP, DPC, IAP.

40

102

131

143
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Tabela 3. Resultados das regressoées lineares simples entre temperatura do ar/comprimento rostro-
cloacal (CRC) e parametros acusticos de 32 individuos de quatro populagfes de Scinax pachycrus de
Brejos de Altitude.

Parametros acusticos Temperatura (° C) CRC(mm)

r2 t p r2 t p
Duracgéao da nota (s) 0.03 1.01 0.31 0.16 -2.41 0.022
Freq. baixa (Hz) 0.2 2.71 0.01 0.004 -0.38 0.7
Freq. alta (Hz) 0.03 1.01 0.31 0.27 -3.4 0.002
Largura de banda (Hz) 0.1 -1.87 0.07 0.03 -1.01 0.31
Freq. dominante 1° (Hz) 0.002 0.27 0.79 0.03 -1.05 0.3
Freq. dominante 4° (Hz) 0.022 -0.81 0.41 0.04 -1.18 0.24
N° de pulsos 0.05 1.23 0.22 0.23 -3.03 0.005
Dur. Pulso central (s) 0.02 -0.79 0.43 0.09 1.73 0.09
Dur. Int. apos pulso 0.001 0.24 0.81 0.06 -1.45 0.15
central (s)
(Tpe;);‘;‘ de emissao pulsos 0.01 0.59 0.55 0.02 -0.91 0.36

A PCA produziu um primeiro componente principal (PC1) sumarizando 81% da
variacdo acustica entre as populacbes (Apéndice A). Nesse componente, 0S
parametros acusticos com maior peso foram os parametros espectrais frequéncia
baixa (FB) e largura de banda (LB). O segundo componente principal (PC2) explicou
15% da variacdo acustica restante, e as variaveis frequéncia baixa (FB), largura de
banda (LB) e frequéncia dominante do 4° harménico (FD4) tiveram maior peso neste
componente (Apéndice B). A PCA indicou a presenca de dois agrupamentos ao longo
do PC1 (Figura 3), o primeiro agrupamento é composto por individuos da populacao
do Reflgio de Vida Silvestre Morros do Craund e do Padre (RVSMCP), que
correspondem a uma area mais interior longitudinalmente dentro do Planalto da
Borborema, e por um individuo pertencente a populacdo do Parque Nacional do
Catimbau (PNC), correspondem as localidades mais ocidentais da area de estudo. O
segundo agrupamento apresentou maior numero de individuos e de populagdes,
englobando todos os individuos das popula¢cdes Fazenda Vale Tabocas (FVT) e do
Parque Natural Municipal Professor Jodo Vasconcelos Sobrinho (PNMPJVS), assim
como maior parte dos individuos da populagdo PNC e um individuo de RVSMCP. A
ANOVA demonstrou diferenca significativa entre as populacgoes (F = 9.43; df = 13.28;
p <0.0001) no PC1. O teste de Tukey (Tabela 4) confirmou que a populacdo RVSMCP
se diferencia significativamente das outras populacdes: FVT (p < 0.0001), PNC (p <
0.0001) e PNMPJVS (p = 0.0002).
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Figura 3: Distribuicao de 32 individuos de quatro popula¢ges de Scinax pachycrus ao longo do primeiro e segundo componentes principais gerados a partir

dos valores médios individuais de parametros acusticos temporais e espectrais cantos de anuncio (PC1 representando 81% da variagao acustica e PC2

representando 15% da variacao acustica).
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Tabela 4. Teste de Tukey para diferencas acusticas entre quatro populacdes de Scinax pachycrus

utilizando resultados do primeiro componente principal de uma PCA.

FVT-PE RVSMCP-AL PNC-PE PNMPJVS-PE

FVT-PE - 4.27E-06 0.724 0.998
RVSMCP-AL 8.962 - 2.95E-05 0.0002285
PNC-PE 1.48 7.941 - 0.923

PNMPJVS-PE 0.2475 6.869 0.8845 -

Para os testes de normalidade (Shapiro-Wilk) os resultados indicaram que 0s
dados de DN, FD4, NP, DPC, IAP e TP possuiam distribuicdo normal e os dados de
FB, FA, LB e FD1 apresentaram distribuicdo ndo normal. A ANOVA nao detectou
diferencas significativas entre as populacdes nos parametros DN, FD4, NP, DPC, IAP
e TP (Tabela 5). Por outro lado, os testes de Kruskal-Wallis detectaram diferenca
significativa entre as populagcdes nos parametros FB e LB.

Os testes par-a-par (Mann-Whitney) com a variavel FB demonstraram que a
populacdo do RVSMCP foi significativamente diferente das demais: FVT (P = 0.0020),
PNC (P =0.0019) e PNMPJVS (P =0.0242) (Tabela 6). O mesmo teste com a variavel
LB demonstrou diferenca significativa entre RVSMCP e FVT (P = 0.0094) e PNC (P =
0.0106), mas ndo com PNMPJVS (P = 0.0970).
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Tabela 5. Resultados dos testes estatisticos de ANOVA e Kruskal-Wallis para diferencas entre

guatro populacfes de Scinax pachycrus em relacdo a parametros acusticos.

Parametros acusticos

Resultados dos testes ANOVA e Kruskal-
Wallis

Duracéo da nota (ms)
Frequéncia baixa (Hz)
Frequéncia alta (Hz)
Largura de banda (Hz)
Frequéncia dominante 1°

(Hz)

Frequéncia dominante 4°
(Hz)

N° de pulsos

Dur. Pulso central (s)

Int. apbs pulso central (s)

Taxa de pulso (p/s)

F=0.42;p=0.74

H=16.30; p = 0.001

H=2.82;p=0.42

H=12.91; p = 0.005

H=6.84; p = 0.077

F=0.48; p =0.70

F=0.71;p = 0.55

F=2.63; p = 0.07

F=1.07; p=0.38

F=0.60; p =0.62
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Tabela 6. Testes de Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni utilizando os parametros

acusticos frequéncia mais baixa e largura de banda de quatro populacdes de Scinax

pachycrus.
FVT-PE PNC-PE PNMPJVS-PE
PNC-PE 1.0000/1.0000 - -
PNMPJVS-PE 1.0000/1.0000 1.0000/1.0000 -

RVSMCP-AL 0.0020/0.0094 0.0019/0.0106 0.0242/0.0970
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4 DISCUSSAO

Em anuros, a comunicagdo acustica é essencial para mediar interacdes entre
individuos, transmitindo informacfes biol6gicas a respeito, por exemplo, de sua
localizacédo e caracteristicas fisicas (Davies; Halliday, 1978; Marquez et al., 2005).
Sinais acusticos, no entanto, sdo formados por componentes temporais e espectrais,
que podem variar de acordo com caracteristicas do individuo (por exemplo, seu
tamanho ou caracteristicas de seu aparato vocal), devido a fatores genéticos
(individuos proximamente relacionados geneticamente tendem a ter sinais mais
similares) ou em resposta a condicbes ambientais que afetem o metabolismo do
individuo (como a temperatura). Estes componentes podem variar de forma
independente, em resposta a fatores diferentes, e os padroes de variacdo parecem
ser espécie especificos (Gerhardt; Bee, 2007), o que dificulta a descoberta de padrdes
gerais de variacao, até que a variacao dos sinais acusticos de muitas espécies tenha
sido avaliada. Neste trabalho, investigamos a variabilidade em parametros acusticos
temporais e espectrais de Scinax pachycrus, visando contribuir para a expanséao do
conhecimento sobre padrbes de variacdo dos diferentes componentes dos sinais

acusticos em anuros.

O valor de um pardametro acustico em permitir o reconhecimento entre
individuos ou populacdes € inferido pela razdo entre sua estereotipia e variacdo
(Gerhardt, 1991). Em S. pachycrus, os coeficientes de variacdo em nivel
intraindividual foram os que resultaram em mais variaveis estaticas. Neste nivel, a
metade dos parametros se mostraram estaticos, ou seja, variam pouco entre 0S
cantos emitidos por um mesmo individuo. Mesmo os parametros néo classificados
como estaticos, nao foram classificados como dinamicos, apenas intermediarios. Este
resultado sugere que, apesar de poder haver variagdes devido a condicdes ambientais
ou ao contexto comportamental da emissao do canto, a maioria dos parametros do
canto tende a variar pouco, a0 menos no tempo de uma gravacdo. Em anuros,
caracteristicas estaticas como a duracéo do pulso e a frequéncia dominante do canto
normalmente estdo associadas a morfologia das cordas vocais (Lépez et al., 2020;

Gridi-Papp et al., 2006), que varia, por exemplo, de acordo com o tamanho corporal.
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Resultados similares onde a duracéo do pulso e a frequéncia dominante do canto se
mostraram estaticos ja foram observados em outras espécies (Morais et al., 2012;
Rodriguez et al., 2010; Bee; Gerhardt, 2001).

Diferente do esperado, nem todas as variaveis espectrais se mostraram
estaticas em nivel intraindividual. A frequéncia mais baixa, a largura de banda do canto
e a frequéncia dominante do 4° harménico do canto tiveram coeficientes de variacao
intermediarios neste nivel, sugerindo que, apesar de possiveis limitacdes impostas
pela anatomia das cordas vocais, estes parametros variam de acordo com outros
fatores. O canto de S. pachycrus € formado por dois harmdnicos com maior energia:
0 1° harménico (ou harménico fundamental) e o 4° harmonico (Carneiro et al., 2004).
Entre cantos de um mesmo individuo, a frequéncia dominante pode variar entre estes
harmonicos, alterando a estrutura espectral do canto (obs. pessoal da autora). Alguns
anuros sdo capazes de modular a frequéncia do canto movendo a energia sonora
entre harmoénicos, as vezes em resposta a diferentes contextos de emissao (Costa;
Toledo, 2013; Toledo et al., 2014). E possivel que um mecanismo similar aconteca
durante a vocalizagédo de S. pachycrus, aumentando a variabilidade intraindividual
desses parametros. Outra possibilidade € que o sitio de vocalizacdo afete as
propriedades de transmissao das vocalizacfes, uma vez que estruturas da vegetacao
e do solo e rochas circundantes podem amplificar ou modificar caracteristicas

espectrais dos cantos de anuros (Lardner; bin Lakin, 2002; Mufioz; Halfwerk, 2022).

Em ambito populacional, foi possivel verificar através do nivel
intrapopulacional, alta variacdo acustica devido a maior parte dos parametros se
mostrarem dinamicos. A manutencdo da estaticidade € importante para o
reconhecimento entre individuos (Bee et al., 2013; Erdtmann; Ameézquita, 2009).
Neste nivel apenas a frequéncia dominante do 4° harménico foi estatica. Apesar de
maior parte dos parametros serem indicados como dinamicos ou intermediarios, no
nivel intrapopulacional, ndo ha indicativo de que os individuos de S. pachycrus nao se
reconhecam como da mesma espécie. Pois, sdo normalmente necessarias muitas
diferencas nos cantos de anuancio para impossibilitar o reconhecimento de sinais para
0 encontro de parceiros reprodutivos (Ryan, 1990). As variacdes entre individuos de

uma mesma populacdo sdo provavelmente apenas diferencas que os caracterizam
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individualmente, inclusive a estaticidade acustica no nivel intraindividual sugere isso,

mas que nao necessariamente dificultam a comunicacao entre eles.

Entre as diferentes populacdes de uma mesma espécie o reconhecimento
acustico varia mais do que o reconhecimento entre individuos de uma mesma
populacdo (Rohr et al., 2020), isso pode ocorrer devido a diversos fatores como o
afastamento geografico entre populacdes e o tempo de separacédo entre elas. Para o
nivel interpopulacional, S. pachycrus apresentou parametros em sua maioria
dindmicos, com apenas a frequéncia dominante do 4° harménico estatica, sendo este
provavelmente o parametro que permite o reconhecimento de individuos diferentes
entre populacdes de S. pachycrus. Possivelmente, este é o mais influenciado no

processo de especiacdo dessa espécie, seguindo um processo de selecdo estética.

Os Brejos de Altitude, por serem areas com fracdes de floresta tropical
perenifdlia, dentro de zonas da caatinga, com altitudes superiores a 500 metros
(Andrade-Lima, 1960), podem devido a essas condi¢cfes contribuir para o isolamento
geografico entre as populacfes. Avaliamos a partir dos resultados obtidos tanto na
PCA guanto no teste par-a-par que € possivel que a populacdo de RVSMCP- AL se
diferencie acusticamente das outras populacbes devido a sua maior distancia
geografica, dentro de um gradiente longitudinal. Diferenciacdo no tamanho do corpo
e propriedades do canto estdo presentes mais frequentemente ao comparar
populacées geograficamente distantes (Gasser; Amézquita; Hodl, 2009). A influéncia
da distancia geogréfica sobre a diferenciacdo acustica ja foi amplamente reportada
(Amézquita et al., 2009; Tsuji-Nishikido et al., 2012; Gomes et al., 2022). As
populacdes estudadas demonstraram diferencas significativas nas variaveis acusticas
FB e LB, tal diferenca significativa entre populacdes quanto a FB refor¢ca o que foi
indicado pela razdo CVo/CVwp, uma provavel auséncia de reconhecimento entre
individuos de populagfes diferentes — em relagdo ao parametro analisado, devido a
diferenciagdo acumulada entre as populagdes. A populagcdo PNMPJVS mostrou no
teste de Mann-Whitney, que, o parametro LB n&o foi significativo quando relacionado
a populacdo RVSMCP, se diferenciando das outras populacdes, isso € provavelmente
causado pela baixa amostragem da populagdo PNMPJVS, que havia um quantitativo

menor de individuos em relacdo as outras populagdes.
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Abordagens envolvendo dados genéticos dessas populacbes e/ou
experimentos de reconhecimento espécie-especifico possibilitariam confirmar a
auséncia de conectividade (ou menor fluxo génico) entre a populacdo do RVSMCP e
as demais. Do mesmo modo, podendo aferir se a estaticidade da frequéncia
dominante do 4° harmbnico — que se manteve estereotipada nas populacbes
estudadas, é suficiente para o reconhecimento espécie-especifico, enquanto os
demais parametros analisados podem atuar na transmissao de outras informacoes,
como por exemplo, de condicdo corporal, comportamental e provavel discriminagédo

individual.

5 CONCLUSAO

Avaliamos a variabilidade acustica da perereca-da-caatinga, Scinax
pachycrus, contribuindo com mais informacfes da histéria natural da espécie e
possibilitando maior entendimento do processo evolutivo de sua comunicagao
acustica. Nossos achados sugerem alta variabilidade acustica entre individuos da
mesma populacdo e, principalmente, de populacfes diferentes especialmente em
parametros espectrais, porém, elevada estaticidade em cada individuo. Assim, ha
indicativo de reconhecimento individual e possivel isolamento social entre popula¢ées
mais distantes geograficamente. Apesar dessa alta diferenciagdo acustica entre
populacdes, alguns parametros, como a frequéncia dominante do quarto harménico,
se mantém altamente similar entre populacdes. Isso sugere que tal parametro € o
principal responsavel pelo reconhecimento entre individuos da espécie, se mantendo

estatico no processo evolutivo.
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APENDICE A — Resultados da PCA com as porcentagens de varia¢do explicadas por

cada componente na analise de componentes principais (PCA).

PC % de variacao explicada
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APENDICE B - Pesos dos PC1 e PC2 da andlise de componentes principais (PCA)

para os parametros acusticos da S. pachycrus para quatro localidades, indicado em

negrito aqueles que se destacam em cada componente.

Parametros acusticos PC1 PC2
Duracéo da nota - DN (s) -2.45E-06 7.88E-06
Freq. baixa - FB (Hz) -0.66521 0.45732
Freq. alta - FA (Hz) 0.077285 0.78381
Largura de banda - LB (Hz) 0.74249 0.32649
Freq. dominante 1°- FD1 (Hz) -0.012385 0.079119
Freq. dominante 4°- FD4 (Hz) 0.0087302 0.25224
N° de pulsos - NP -0.000246 0.0012952
Dur. Pulso central - DPC (s) -2.83E-07 -6.14E-07
Dur. Int. apés pulso central - IAP (s) 1.74E-07 5.85E-07
Taxa de emisséo pulsos - TP (p/s) -0.000101 0.0026715




