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RESUMO

Embora o nimero de estudos sobre o turno de vocalizagdo de anuros tenha
aumentado nos ultimos anos, devido a maior acessibilidade dos pesquisadores ao
método de Monitoramento Acustico Passivo (PAM), ainda existe caréncia desse tipo
de informagao para um grande numero de espécies na regido Neotropical. Assim, o
presente estudo visou preencher as lacunas existentes sobre o turno de vocalizagao
da Phyllomedusa iheringii, testando: i) a hipotese nula de distribuigdo circadiana
uniforme na abundancia de machos em atividades vocalizagao, bem como na emissao
de cantos de anuncio e de cantos territoriais; ii) se ha influéncia da temperatura do ar
e/ou riqueza de espécies no coro reprodutivo sobre a variagdo nos seguintes
parametros: abundancia média de individuos vocalizando, numero de cantos de
anuncio e numero de cantos territoriais emitidos. O turno de vocalizagdo de
Phyllomedusa iheringii foi monitorado com uso de PAM durante seis meses em duas
pocas permanentes na regidao dos Campos Arbustivos do bioma Pampa brasileiro. Os
trés parametros avaliados para caracterizar o turno de vocalizagéo de Phyllomedusa
iheringii apresentaram padréo circadiano concentrado no periodo noturno. Machos de
Phyllomedusa iheringii emitiram cantos de anuncio principalmente no inicio e no final
do periodo noturno. O canto territorial dessa espécie foi descrito pela primeira vez e
foi emitido por quase todo o turno de vocalizagdo, com pico na madrugada e final da
noite. Quanto menor a temperatura do ar ao longo da noite, maior foi o numero de
cantos registrados em ambas as pogas monitoradas. Quanto maior a riqueza de
espécies com machos em atividade de vocalizagao, maior foi a abundancia estimada
de machos de Phyllomedusa iheringii, bem como maior o numero de cantos territoriais
emitidos ao longo da noite, em ambas as pogas. Coros reprodutivos multi especificos
podem aumentar a fonotaxia das fémeas, diminuir o risco de predagao ou ainda
podem representar o efeito de variaveis que atuam sobre multiplas espécies. O
presente estudo traz dados inéditos sobre a biologia de uma espécie de anuro
Neotropical endémica do Pampa uruguaio-brasileiro e estimula novas questdes para

futuros estudos.

Palavras-Chave: atividade diaria de vocalizagdo, canto de anuncio, canto territorial,

riqueza de espécies no coro, ciclo circadiano, monitoramento acustico passivo.



ABSTRACT

Despite the increasing number of studies on daily patterns of anuran in recent
years, mainly due to greater accessibility to Passive Acoustic Monitoring (PAM)
methods, there remains a lack of such information for many species, particularly in the
Neotropical region. This study aimed to fill existing gaps in knowledge on the daily
calling patterns of Phyllomedusa iheringii, testing: i) the null hypothesis of a uniformly
distributed circadian abundance of males in calling activity, as well as in the emission
of advertisement and territorial calls; ii) the influence of meteorological predictor (air
temperature) and/or ecological predictor (species richness in the reproductive chorus)
on variation in the following parameters: mean abundance of calling males, number of
advertisement calls, and number of territorial calls emitted. The daily calling pattern of
Phyllomedusa iheringii was monitored using PAM during six months at two permanent
ponds in the Shrub Grasslands region of the Brazilian Pampa biome. The three
parameters evaluated to characterize the daily calling patterns of Phyllomedusa
iheringii showed a circadian pattern concentrated during the nighttime. Males of
Phyllomedusa iheringii predominantly emitted advertisement calls at the beginning and
end of the nighttime period. The territorial call of this species was described for the first
time and it was emitted throughout most of the daily calling, peaking in during the dawn
and late night. Lower air temperatures throughout the night correlated with a higher
number of recorded calls in both monitored ponds. Higher species richness with calling
males correlated with higher estimated abundance of male Phyllomedusa iheringii and
increased number of territorial calls emitted throughout the night in both ponds. Multi-
specific reproductive choruses may enhance female phonotaxis, reduce predation risk,
or represent the effects of variables acting across multiple species. This study provides
novel data on the biology of a Neotropical anuran species endemic to the Uruguayan-

Brazilian Pampa and stimulates new questions for future research.

Keywords: daily vocalization activity, advertisement call, territorial call, species

richness in chorus, circadian cycle, passive acoustic monitoring.
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1. INTRODUGAO

Anfibios anuros apresentam enorme diversidade de modos e estratégias
reprodutivas (Wells, 2007; Crump, 2017). Os padrbes reprodutivos temporais sao
classificados quanto a variacdo anual e também quanto a variagdo circadiana ou
diaria. Ao longo do ano, espécies que apresentam atividade reprodutiva restrita a dias
ou semanas sao classificadas como reprodutores explosivos, enquanto aquelas cuja
atividade dura varios meses sao consideradas reprodutores prolongados, embora
estes sejam extremos de um continuo (Wells, 1977). Ja quanto aos padrdes diarios,
existem espécies cujas atividades reprodutivas, como a emissao da vocalizagdo dos
machos, ocorrem durante a fase diurna e noturna (e.g. Akmentins et al. 2015; Narvaes
& Rodrigues, 2005), enquanto muitas espécies apresentam atividade vocal
essencialmente noturna (e.g. Dias et al. 2017a; Duarte et al. 2019; Guerra et al. 2020),
e outras tipicamente diurnas (e.g. Hatano et al. 2002; Caldart et al. 2016). No periodo
de atividade vocal, os machos emitem cantos de anuncio para atrair as fémeas
coespecificas e repelir machos competidores. Porém, em casos de espécies
territoriais, os machos emitem outro tipo de canto, o canto territorial, para defender o
territorio (Toledo et al., 2015).

Fatores ambientais meteorolégicos tém sido comumente relacionados com os
padrdes de vocalizacdo em escala diaria, principalmente a chuva, a umidade do ar, a
velocidade do vento, a luminosidade e a temperatura do ar ou da agua (e.g. Hatano
et al. 2002; Crump et al. 2017; Guerra et al. 2020). Tais fatores podem cumprir um
importante papel como sinalizadores para ritmos circadianos endégenos nesse grupo
de organismos ectotérmicos (Oishi et al. 2004). Estudos tém recuperado estes como
bons preditores de parametros do turno de vocalizagcdo dos anuros, como a
abundancia de machos em atividade de vocalizagao, o numero total de vocalizagbes
emitidas ou ainda a taxa de emissao de vocalizagdo por macho (e.g. Gerhardt &
Huber, 2002; Hatano et al. 2002; Akmentins et al. 2023; Steen et al. 2013; Ximenez &
Tozetti, 2015). Entretanto, fatores ecolégicos também podem desempenhar papel
importante para elucidar a variagdo na abundancia de individuos em atividade
reprodutiva ou ainda da emissao de vocalizagbes, como a configuragdo do ambiente
e a estrutura dos habitats (cf. Semlitsch, 2000; Marsh & Trenham, 2001; Van Buskirk,
2005), o risco de predacdo (Ryan et al. 1982), a disponibilidade de recursos para
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nidificacdo, a densidade de competidores (Woolbright et al., 1990; Lucas et al., 1996;
Prohl et al., 2002), densidade de fémeas (ver referéncias em Wells, 2007; Crump et
al. 2017) e até mesmo a riqueza de espécies de anuros em atividade reprodutiva
simultanea (Wells, 1977).

Fatores ecoldgicos, como a variagédo na riqueza de outras espécies vocalizando
no coro reprodutivo, podem estimular a competicdo acustica. Isso leva os machos a
ajustarem suas vocalizagbes para se destacarem no coro (Gerhardt, 1995; Narins et
al., 2003). Consequentemente, tanto a frequéncia quanto a intensidade das
vocalizagbes dos machos podem aumentar, resultando em uma maior atividade
reprodutiva dos anuros (Gerhardt & Huber, 2002; Wells, 2007). Além disso, os
aspectos fisiolégicos relacionados a vocalizagdo dos anuros incluem um alto custo
energético, que pode levar machos com reservas energéticas limitadas a adotar a
estratégia de macho satélite para economizar energia. Os hormdnios, como a
testosterona e a corticosterona, desempenham um papel crucial na regulagdo da
atividade vocal, influenciando a intensidade e frequéncia das vocalizagbes (Pombal
Jr, 2005).

Embora o numero de estudos sobre o turno de vocalizagao de anuros tenha
aumentado nos ultimos anos (Lukanov, 2023), em fungao da maior acessibilidade dos
pesquisadores ao método de Monitoramento Acustico Passivo (PAM, sensu Sugai et
al. 2019), ainda existe caréncia desse tipo de informagao para um grande namero de
espécies na regidao Neotropical (mas veja exemplos recentes em Duarte et al. 2019;
Guerra et al. 2020; Akmentins et al. 2023), que é considerada detentora de enorme
diversidade de espécies (Vasconcelos et al. 2019). Esse déficit de informagbes da
histéria natural das espécies pode limitar nossa compreensdo sobre processos
ecoldgicos e evolutivos, bem como dificultar a analise de padrbes macroecoldgicos.

Os anuros da subfamilia Phyllomedusinae, hilideos com distribuicdo
estritamente Neotropical (Frost, 2024), sdo exemplo de grupo de espécies cuja
informacdo sobre turno de vocalizagdo é escassa. Os filomedusideos sao
predominantemente arboricolas e depositam seus ovos em folhas suspensas sobre a
agua (Haddad & Prado, 2005; Vitt & Caldwell, 2014). Dentre estes, Phyllomedusa
iheringii, endémica do bioma Pampa uruguaio-brasileiro (Maneyro & Carreira, 2012),
€ exemplo de espécie que apresenta comportamento reprodutivo do tipo prolongado
(sensu Wells, 1977), cuja temporada reprodutiva se estende de setembro a fevereiro

(Dias et al., 2017b). A Phyllomedusa iheringii, assim como outras espécies da
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subfamilia, adota um sistema de acasalamento conhecido como lek, onde os machos
se exibem em arenas por varios meses, emitindo cantos de anuncio e cantos
territoriais (Dias et al., 2017b). Entretanto, podem ocorrer mudancas dependentes de
densidade no sistema de acasalamento dessa espécie. Assim, sob condi¢des
peculiares de alta densidade de machos em atividade reprodutiva, os individuos
podem deixar os sitios de vocalizagao e procurar ativamente por fémeas na vegetacgao
(Dias et al., 2017b), iniciando comportamento de patrulha (sensu Wogel et al., 2005)
que algumas vezes resulta em combate macho-macho e amplexo multiplo (Oliveira et
al. 2014a), comuns no sistema de competicdo embaralhada. O padrao circadiano no
turno de vocalizagdo de Phyllomedusa iheringii permanece desconhecido, apesar de
algumas informacgdes disponiveis sobre a biologia reprodutiva dessa espécie (ver de
Sa & Gerhau, 1983; Langone et al. 1985; Langone, 1993; lop et al. 2015; Oliveira et
al. 2014a; Dias et al., 2017b; Lima 2022).

O presente estudo visa preencher as lacunas existentes sobre o turno de
vocalizagdo da Phyllomedusa iheringii, testando: i) a hipétese nula de distribuicao
circadiana uniforme na abundancia de machos em atividades vocalizacdo, bem como
na emissao de cantos de anuncio e de cantos territoriais; ii) se a temperatura do ar
e/ou a riqueza de outras espécies de anuros no mesmo coro explica a variagao no

turno de vocalizagéao de Phyllomedusa iheringii.

1.1. Objetivo Geral
Descrever o turno de vocalizagdo da perereca Phyllomedusa iheringii,

testando a influéncia de possiveis preditores meteoroldgicos e ecoldgicos sobre o

padrao de atividade circadiana da espécie.

1.2 Objetivos especificos
e Descrever a variacao circadiana na abundancia de machos em atividade de

vocalizagao;
e Descrever a variagao circadiana no numero de cantos de anuncio emitidos;
e Descrever a variagao circadiana no numero de cantos territoriais emitidos;
e Testar a influéncia da temperatura do ar e da riqueza de espécies de anuros

sobre os parametros do turno de vocalizacéo de Phyllomedusa iheringi
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1.3 Hipoteses
A Phyllomedusa iheringii apresenta turno de vocalizagdo concentrado no

periodo noturno, assim como previamente reportado para P. burmeisteri, espécie
filogeneticamente proxima (Abrunhosa & Wogel, 2004). Até o momento, as
informagdes disponiveis indicam que os machos de Phyllomedusa iheringii iniciam a
vocalizag&o no periodo noturno (Dias et al. 2017b), mas o periodo de finalizagao diario
dessa atividade n&o é conhecido.

Os machos emitem os cantos territoriais no inicio do turno de vocalizagao, que
corresponde ao momento do estabelecimento dos sitios de vocalizagdo, enquanto os
cantos de anuncio serdao emitidos apds essa primeira etapa, como possivel resposta
a chegada das fémeas ao longo da noite (Reichert 2010; Bastos et al. 2011; Dias et
al. 2017a).

Os parametros do turno de vocalizagdo de Phyllomedusa iheringii sé&o
positivamente influenciados pela temperatura do ar e/ou pela riqueza de outras
espécies de anuros em atividade de vocalizagdo no ambiente de reproducao, porque:
1) abundancia dos machos de Phyllomedusa iheringii em atividade reprodutiva é
reconhecidamente associada com temperaturas elevadas ao longo do ano (Dias et al.
2017b), e assim o incremento desse fator meteorolégico resultara em maior taxa de
emissao de cantos, devido aos efeitos diretos da temperatura na atividade metabdlica
desse grupo de ectotérmicos (Bee, 2007); 2) fatores ecoldgicos, como a variagéo na
rigueza de outras espécies vocalizando no coro reprodutivo, podem estimular a
competi¢cao acustica. Isso leva os machos a ajustarem tanto a frequéncia dominante
quanto a intensidade de suas vocalizagbes para se destacarem no coro (Gerhardt,
1995; Gerhardt & Huber, 2002; Narins et al., 2003; Wells, 2007). Eles ajustam suas
vocalizagbes para se destacarem no coro, seja alterando a frequéncia dominante para
atender as preferéncias das fémeas, seja ajustando a estrutura temporal para garantir
que seus chamados sejam mais detectaveis em um ambiente acustico complexo
(Gerhardt, 1992; Narins et al., 2003). Consequentemente, tanto a frequéncia quanto a
intensidade das vocaliza¢gdes dos machos podem aumentar, resultando em uma maior
atividade reprodutiva dos anuros (Gerhardt & Huber, 2002; Wells, 2007).
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2. METODOLOGIA

2.1. Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido em uma propriedade particular (Granja
das Capelas) no municipio de Sao Sepé, Rio Grande do Sul (Figura 1). Essa area esta
inserida na Serra do Sudeste do bioma Pampa e vem sendo estudada quanto a alguns
aspectos da biologia reprodutiva de Phyllomedusa iheringii (Dias et al., 2017b; Oliveira
et al., 2014a, Lima, 2022). A vegetacao na area de estudo é caracterizada como um
mosaico natural de campo nativo e manchas estrato arbéreo-arbustivo (Campo
Arbustivo sensu Hasenack et al., 2023), campo em regeneragao e matas ciliares (Dias
et al., 2017b). O clima regional é temperado, com verdes quentes, sem estagdo seca
definida (Cfa de Koppen-Geiger) (Peel et al.,, 2007). Entretanto, as elevadas
temperaturas de verao implicam em altas taxas de evaporag¢ao que podem ocasionar
déficit hidrico superficial. De forma geral, a sazonalidade climatica da regido € regida
pela variagao circanual na temperatura e no fotoperiodo, que estabelece um periodo
frio e dias curtos (outono-inverno) e um periodo quente, com dias longos (primavera-
verao). A variagdo na amplitude térmica diaria € acentuada no Pampa, devido a
vegetagcdo predominantemente campestre, que limita a estabilidade microclimatica
(Santos, 2022).
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Figura 1: Mapa da area de estudo, no municipio de Sao Sepé, Rio Grande do Sul,
Brasil, América do Sul, mostrando a localizagdo geogréfica da Granja das Capelas
(estrela verde acinzentada) onde duas pogas foram monitoradas, de setembro de

2021 a fevereiro de 2022, quanto ao turno de vocalizagao de Phyllomedusa iheringii.

2.2. Amostragem

Durante o periodo de setembro de 2021 a fevereiro de 2022, meses que
correspondem a temporada reprodutiva da espécie na area de estudo (Dias et al.
2017b), foram realizadas amostragens mensais em duas pogas permanentes (P1 e
P2) separadas por 500m de distancia. As pocgas selecionadas, de acordo com estudo
prévio, concentram alta abundancia de Phyllomedusa iheringii e foram previamente
denominadas P1 e P5 em Lima (2022) (Figura 2). A profundidade das pogas P1 e P2
¢ de 1,50 m e 1,70 m, enquanto a area total do espelho d’agua é de 88 m?e 170 m?,
respectivamente. A cobertura vegetal, considerando buffer de 50m (imagens

disponiveis no Google Earth), & caracterizada na P1 por campo enxuto (66%),
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vegetagdo arboreo-arbustiva (21%) e campo umido (13%), enquanto na P2 é
caracterizada por campo enxuto (60%), campo umido (31%), vegetagao arbéreo-

arbustiva (7%) e sem vegetacao (2%) (Lima 2022).

Figura 2: Locais de estudo P1 (a) e P2 (b), cada um com seu respectivo dispositivo
de monitoramento (gravador e datalogger) (b e d) utilizado para monitorar o turno de
vocalizagdo de Phyllomedusa iheringii em Sao Sepé, RS, de setembro de 2021 a

fevereiro de 2022. Fotos: Tiago Gomes dos Santos.
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O método de Monitoramento Acustico Passivo (PAM, sensu Sugai et al. 2019),
adaptado de Acevedo & Villanueva-Rivera (2006) conforme Madalozzo et al. (2017),
foi utilizado para registrar informagdes sobre o turno de vocalizagao de Phyllomedusa
iheringii. Na margem de cada poga, foi instalado um gravador Sony |ICD-PX470,
inserido em tubo de PVC preso a vegetagao, cerca de 1,50 m de altura do solo (ver
Figura 2 e detalhes em Madalozzo et al. 2017). Os gravadores permaneceram
simultaneamente ligados em cada més/poga em torno de 19h (por exemplo: 19h as
14h), durante um dia por més, durante os seis meses de monitoramento. Os
gravadores foram programados com frequéncia de amostragem de 44 KHz, resolugao
de 16 bits e possuiam microfone embutido. As gravagdes foram realizadas em formato
comprimido (mp3) e posteriormente transformadas em formato ndo comprimido
(WAV), usando o programa Audacity versdo 3.5.1 (Audacity Team, 2023). Tal
transformacdo é necessaria para as analises posteriores realizadas no programa
Raven Pro® 1.6.5 (Cornell Lab of Ornithology, Ithaca, Nova York, EUA), conforme
detalhado a seguir. Esse método de amostragem tem sido recomendado para estudos
de anfibios anuros em ecossistemas campestres subtropicais (Madalozzo et al. 2017)
e possui vantagens como registro continuo sem interferéncia humana, bem como a
deteccao de espécies com atividade de vocalizagdo esporadica, de comportamento
arredio ou ainda que podem vocalizar durante o dia ou tarde da noite (Bridges &
Dorcas 2000, Haselmayer & Quinn 2000). Simultaneamente, foram instalados
dataloggers HOBO UA-002-08 com os gravadores para registrar a temperatura do ar
a cada 30 minutos.

As amostras dos arquivos de audios originais foram ouvidas em intervalos fixos.
Para tanto, foram recortados no programa Audacity segmentos de audio dos primeiros
cinco minutos de cada sesséo de 30 minutos dos arquivos originais. A soma desses
recortes totalizou 190 minutos (ou 3,16 horas) de gravagao por poga/més, resultando
em um total de aproximadamente seis horas de gravagéo por poga. Na sequéncia,
utilizamos o programa Raven Pro® para inspecionar cada trecho de cinco minutos de
audio (formato WAV nao comprimido), registrando: a) a estimativa de abundancia de
machos de Phyllomedusa iheringii em atividade de vocalizag&o, b) o numero de cantos
de anuncio emitidos, ¢) o niumero de cantos territoriais emitidos, d) a riqueza de anuros
em atividade de vocalizagédo nas pogas e, €) os seguintes parametros dos cantos: pico

de frequéncia, duragao, amplitude e intervalos entre cantos. Assim, foram construidos
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espectrogramas e oscilogramas dos cantos de anuncio e territorial no programa R (R
Core Team 2023), utilizando o pacote 'seewave' (Sueur et al. 2008).

As defini¢gdes dos cantos analisados seguiram Toledo et al. (2015): i) canto de
anuncio - aquele emitido durante a estacao reprodutiva, para atragdo de fémeas ou
ainda para atrair machos ao coro mas segrega-los a curtas distancia; ii) canto territorial
- aquele emitido durante a defesa de um territério, na presencga ou auséncia de outros
machos. A identificagdo do canto de anuncio de Phyllomedusa iheringii seguiu as
informagdes disponiveis em Forti et al. (2019). O canto territorial dessa espécie,
apesar de ainda nao formalmente descrito, difere do canto de anuncio (Figura 3 e
Material Suplementar) principalmente devido aos seguintes parametros: numero de
notas (menor no canto de anuncio), intervalo entre notas (menor no canto de anuncio),
duragao do canto (menor no canto de anuncio) e largura de banda (maior no canto de

anuncio).
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Figura 3: Espectrograma e oscilograma do canto de anuncio (a) e do canto territorial
(b) de Phyllomedusa iheringii, ambos registrados em Sao Sepé, RS.

A abundancia de machos de Phyllomedusa iheringii em atividade de
vocalizagao foi estimada para cada trecho analisado, considerando a assincronia das
vocalizagbes, associada com diferengas nas frequéncias dos cantos. Para tanto,

foram utilizados os pardmetros de frequéncia dominante e de duragdo das notas
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detectadas nos espectrogramas das gravagdes dos cantos obtidos nos periodos de
maior atividade vocal. Assim, através da analise dos espectrogramas, foi possivel
detectar as caracteristicas especificas de cada canto, permitindo a contagem confiavel
do numero minimo de machos por local. Essa metodologia inclui a avaliagdo da
assincronia das vocalizagdes, um comportamento que os machos adotam para evitar
sobreposi¢ao de cantos, o que facilita a distingdo individual e a estimativa precisa da
abundancia populacional em estudos de ecologia e comportamento de anuros (Wells
2007). Tal procedimento é detalhado em Crovetto et al. (2019) e Ceirans et al. (2020).
A identificacao das demais espécies de anuros presentes nas pogas foi realizada com
base nas informagdes prévias sobre as comunidades locais de anuros (Santos &
Cechin 2008; Santos et al. 2011; Oliveira 2014b; lop et al. 2015), estudadas durante
as ultimas décadas.

Os dados de abundancia de machos em atividade de vocalizacdo, o numero
de cantos de anuncio emitidos e o nimero de cantos territoriais emitidos, bem como
a riqueza de anuros vocalizando e da temperatura do ar (°C), foram organizados em
planilhas representando intervalos de um ciclo diario de 24h, dividido em uma escala
de 30 minutos (e.g. 00:00, 00:30, 01:00, 01:30... até 23:30 h). Nesse caso, os valores
de abundéancia de machos em atividade de vocalizagao representam a média das
estimativas produzidas dentro de cada intervalo de 30 minutos, entre diferentes meses
(setembro a fevereiro), de forma a evitar a superestimativa de abundéancia devido a

recontagem de individuos em meses subsequentes.

2.3. Analises estatisticas

A estatistica circular foi utilizada para descrever, em cada poga monitorada, o
perfil circadiano dos parametros que caracterizam o turno de vocalizagdo de
Phyllomedusa iheringii (i.e. a abundancia de machos em atividade de vocalizagéo, o
numero de cantos de anuncio emitidos e o numero de cantos territoriais emitidos).
Assim, para cada parametro foram calculados: angulo médio (U, que representa o
horario médio do ciclo circadiano no qual houve um maior valor de cada parametro
analisado), o erro padrao associado ao angulo médio, e o comprimento do vetor médio
(r, uma medida de concentracdo dos dados ao redor do ciclo analisado, que varia de

0 a 1). Adicionalmente, foi empregado o teste de uniformidade de Rayleigh para testar
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a hipotese nula de atividade circadiana homogénea (i.e. turno de vocalizagao
homogeneamente distribuido no ciclo de 24h) contra a hipdtese alternativa de
distribuicdo circadiana concentrada (i.e., turno de vocalizagdo concentrado em
determinado periodo do ciclo de 24h). Um resultado significativo do teste de Rayleigh
(p<0,05) indica que os dados nao sado uniformemente distribuidos e ha um angulo
médio (i.e. horario) preferido (Kovach Computing Services 2004). Cada parametro
relacionado ao turno de vocalizagao de Phyllomedusa iheringii foi representado em
diagrama de rosa, com o respectivo comprimento do vetor médio. Todas as analises
e graficos da estatistica circular foram realizados no programa Oriana 4.0 (Kovach
Computing Services, 2004).

Na sequéncia, foi utilizada correlagdo de Spearman (rs) para testar se o
namero de cantos de anuncio e de cantos territoriais foi correlacionado com a
abundancia de machos de Phyllomedusa iheringii nas pogas monitoradas. Ademais,
foi utilizada Regressado Linear Multipla (Zar 1999) para testar se as variaveis
temperatura do ar e riqueza de anuros vocalizando sao preditores da variagao
circadiana nos parametros do turno de vocalizagao de Phyllomedusa iheringii. Para
essa analise, os dados de estimativa de abundancia e numero de cantos emitidos
(anuncio e territorial) representaram os valores brutos registrados em cada trecho de
cinco minutos de audio analisados. As analises de regressao foram realizadas no
programa Statistica 10 (Statsoft 1984-2011).
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3. RESULTADOS

Os trés parametros avaliados para caracterizar o turno de vocalizacdo de
Phyllomedusa iheringii (i.e. abundancia média de individuos vocalizando, niumero de
cantos de anuncio e numero de cantos territoriais emitidos) apresentaram distribuigao
concentrada no periodo noturno (p <0,01 para os testes de Rayleigh) em ambas as
pogas monitoradas (Tabela 1). Na de escala que varia de 0 (concentragao nula) a 1
(concentragdo maxima), o comprimento do vetor médio resultou em valores maiores
que 0,70 para 83% dos parédmetros relacionados ao turno de vocalizagdo de
Phyllomedusa iheringii nas pogas P1 e P2 (Tabela 1).

A abundéancia média de machos de Phyllomedusa iheringii em atividade de
vocalizagédo variou de um até aproximadamente 12 individuos ao longo dos turnos
monitorados na P1. Ja na P2, a abundancia média de machos variou de trés até
aproximadamente 20 individuos. Os machos vocalizando foram encontrados das
19:07h até as 05:22h na P1 e, das 19:10h até 06:52h na P2, respectivamente (Figura
4f). Ocorreram quatro picos de abundancia de machos de Phyllomedusa iheringii em
atividade de vocalizagdo na P1 (ao redor das 20:30-21:30h, 22:30h, 00:00h e 02:00h),
enquanto na P2 ocorreram trés picos: das 21:30-22:30h, 00:30-01:30h e das 06:00-
06:30h.

Os cantos de anuncio de Phyllomedusa iheringii foram emitidos em dois
periodos distintos na P1, o primeiro no inicio da noite, das 19:07 h as 21:37 h, e o
segundo de madrugada, das 04:00h as 05:30h. Alguns cantos de anuncio esporadicos
foram registrados entre os dois picos (e.g. 00:00, 01:30, e 03:30h (Figura 4a). Na P2,
os cantos de anuncio de Phyllomedusa iheringii iniciaram as 19:10h e foram emitidos
em quatro periodos distintos ao longo da noite (19:30-20:30, 21:30-22:00, 01:30-02:00
e 03:00-03:30h), e alguns cantos de anuncio esporadicos também foram registrados
entre esses periodos (Figura 4d). O numero de cantos de anudncio emitidos nao
apresentou correlagdo com a abundéancia de machos de Phyllomedusa iheringii
estimada na P1 (p>0,05). Essa analise nao foi realizada na P2 devido a falta de

registros de temperatura nos horarios analisados.
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Figura 4: Diagramas de rosa representando parametros do turno de vocalizagao de
Phyllomedusa iheringii: (a € d) numero de cantos de anuncio emitidos, (b € €) niumero

de cantos territoriais emitidos, (c e f) abundancia média de machos em atividade de

26



vocalizagéo. Dados registrados em duas pogas (P1 e P2) monitoradas mensalmente,

de setembro de 2021 a fevereiro de 2022, em S&o Sepé, RS.

Os cantos territoriais de Phyllomedusa iheringii foram emitidos das 19:30h as
05:22 h (P1) e das 19:22h as 06:52h (P2), respectivamente (Figura 4b e 4e). Um pico
de emissao dos cantos territoriais na P1 ocorreu entre 00:00-01:00h da madrugada, e
um segundo pico foi registrado entre 03:00-03:30h. Na P2, trés picos de emisséo de
cantos territoriais foram registrados: 19:00-19:30h, das 21:30-03:00h e das 04:00-
05:00h (Figura 4e). O numero de cantos territoriais emitidos apresentou correlagéo
com a abundéncia de machos de Phyllomedusa iheringii estimada nas pogas P1
(rs=0,62 e p<0,05) e P2 (rs= 0,76 e p<0,05).

A abundancia de machos de Phyllomedusa iheringii em atividade de
vocalizagdo aumentou em funcdo do incremento na riqueza de outras espécies
vocalizando em ambas as pogas (P1: R? ajustado = 29%; P2: R? ajustado = 26%). O
numero de cantos de anuncio emitidos na P1 aumentou em fung¢ao do decréscimo na
riqueza de espécies naquela poga (R? ajustado = 7%). O nimero de cantos territoriais
emitidos aumentou em fungéo do incremento na riqueza de espécies vocalizando e
do decréscimo da temperatura do ar em ambas as pogas monitoradas (P1: R? ajustado
= 37%; P2: R? ajustado = 53%) (Tabela 2 e Figura 5).

27



P1 P2

) 2% ) 0
- -
2
L
2 .
.
20
L]
18 . .
0 L
- -
8 1 . . 2 . .
e . . ] . .
@ «© .
° . . s ! L] - -
€ 2 ° . . . c e L
3 2 = .
10 L] . L] . . .
< - . . < 10 .
8 o - - - L -
- . L >
6 .
. L :
. -
- -
2 .
. . -
o Ol . - .
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5
Riqueza de Espécies no Coro Riqueza de Espécies no Coro
b) d) .
-
£ 0 .
3 .
g .
@ -
-4 © 200 i . s
) S . . =
3 = . » -
= = .
¢ § . :
o = . H
o .
@ 2 : .
E 100
Q,. © ] .
9(,8 ~ o .
2,
120 0
120 . L]
100 L

60 Ole ] . . L]
0 0 1 2 3 4 5 3
Riqueza de Espécies no Coro

O00omEEn

Figura 5: Gréaficos de dispersdo e superficie resultantes da andlise de Regresséo
Linear Multipla testando o papel de fator meteorolégico (temperatura do ar) e
ecolégico (rigueza de espécies) sobre os parametros do turno de vocalizagdo de
Phyllomedusa iheringii em duas pocas (P1 e P2) monitoradas mensalmente, de
setembro de 2021 a fevereiro de 2022, em Sao Sepé, RS. A abundancia de machos
vocalizando aumentou com a riqueza de outras espécies na poga P1 (a) e na P2 (c);
0 numero de cantos territoriais na P1 aumentou com a riqueza de espécies, e com
diminuicdo da temperatura (b); o numero de cantos territoriais na P2 aumentou com a

riqueza de espécies no coro (d).

28



Tabela 1: Sumario da estatistica circular para os parametros do turno de vocalizagao
de Phyllomedusa iheringii em duas pogas (P1 e P2) mensalmente monitoradas, de
setembro de 2021 a fevereiro de 2022, em S&o Sepé, RS. Os valores para cada

parametro sao apresentados, respectivamente, na ordem das pogas P1 e P2 (P1/P2).

Abundéncia Cantos de Cantos
P1/P2 média anuncio territoriais
Numero de observagoes 168-247 311-50 6.882-10.456
Vetor médio (u) 00:00-00:23 21:49-21:53 00:02-00:26
Comprimento do vetor médio
(r) 0,77-0,73 0,59-0,76 0,84-0,77
Erro padréo (vetor médio) 00:12-00:11 00:13-00:24 00:01-00:01

4.814,708-

Teste de Rayleigh (2) 100,04-132,41 108,98-28,47 6.258,62
Teste de Rayleigh (p) <0,001 <0,001 <0,001

Teste de Rayleigh: valores significativos = p<0,05.
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Tabela 2. Sumario das analises de regressdo multipla, testando a significancia

preditiva de fator meteoroldgico (temperatura do ar) e ecoldgico (riqueza de espécies

de anuros) sobre a variagao circadiana de trés parametros do turno de vocalizagao de

Phyllomedusa iheringii (abundancia de machos vocalizando, nimero de cantos de

anuncio, e numero de cantos territoriais) monitorados mensalmente, de setembro de

2021 a fevereiro de 2022, em duas pogas (P1 e P2) no municipio de Sdo Sepé, RS.

Quadrados médio (QM), estatistica F (F), coeficientes parciais de regressio (b), R?

Variavel dependente Pocga Efeito QM F b R? Aj
Abundancia P1 Intercepto 120,17 6,79*

Temperatura 66,74 3,77

Riqueza spp 433,06 20,96*** 0,55

Modelo 228 12,87*** 0,29

P2 Intercepto 0,22 0,004

Temperatura 1,07 0,02

Riqueza spp 930,3 18,77*** 0,54

Modelo 597 12,05*** 0,26
Cantos de antincio P1 Intercepto 145,94 2,99

Temperatura 16,18 0,33

Riqueza spp 286,1 5,88 -0,31

Modelo 167,05 3,43* 0,07
Cantos territoriais P1 Intercepto 6,46 8,24**

Temperatura 7,4 9,44** -0,32

Riqueza spp 24,72 31,52*** 0,59

Modelo 784,23 18,11*** 0,37

P2 Intercepto 6,94 1,96

Temperatura 9,83 2,78

Riqueza spp 142,8 40,37*** 0,64

Modelo 126 35,62*** 0,53

ajustado (R? Aj). Significancia estatistica: * p< 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo descreveu o turno de vocalizacdo da perereca
Phyllomedusa iheringii, testando a influéncia de preditor meteorolégico e ecoldgico
sobre o padrao de atividade circadiana da espécie. Phyllomedusa iheringii apresentou
os trés parametros do turno de vocalizagéo (i.e. a abundancia média de individuos
vocalizando, o numero de cantos de anuncio e de cantos territoriais emitidos)
concentrados no periodo noturno, em ambas as pog¢as monitoradas. Esses resultados
corroboraram as hipoteses iniciais de que a espécie teria padrdao circanual
concentrado e noturno, semelhante ao reportado para outros filomedusideos, como
P. burmeisteri (Abrunhosa & Wogel, 2004) e Pithecopus rusticus (De Bastiani et al.
2024). De fato, esse € o padrdo mais comum entre anfibios anuros (Duarte et al. 2019;
Guerra et al. 2020), dado que machos vocalizando durante o dia e noite sdo esperados
apenas para regides climaticamente muito estaveis, como florestas tropicais quentes
e umidas (Akmentins et al. 2015), enquanto a atividade diurna é associada a espécies
com sinalizagao visual e reprodugao em riachos (Caldart et al. 2016).

Machos de Phyllomedusa iheringii emitiram cantos de anuncio principalmente
no inicio e no final do periodo noturno. Esse padrdao bimodal parece refletir as
observagdes naturalisticas descritas em Dias et al. (2017), onde machos podem voltar
a emitir canto de anuncio imediatamente apés a fecundacgao de desova. Ou seja, os
machos podem se engajar em mais de um evento reprodutivo ao longo da noite. Além
disso, machos de Phyllomedusa iheringii podem, ao longo da noite, mudar a estratégia
reprodutiva buscando por fémeas, o que envolve deslocamentos na vegetacéo,
vocalizagbes (cantos de anuncio e territoriais) e até mesmo disputas fisicas (Dias et
al. (2017).

Os cantos territoriais foram emitidos por quase todo o turno de vocalizagao,
com pico na madrugada e final da noite. Esse padréo refutou a hipétese de que os
cantos territoriais seriam emitidos no inicio da noite (momento do estabelecimento dos
sitios de vocalizagao e do distanciamento espacial entre os individuos), enquanto os
cantos de anuncio seriam emitidos posteriormente, como resposta a chegada das
fémeas (Reichert 2010; Bastos et al. 2011; Dias et al. 2017a). E preciso considerar
que o canto de anuncio, em outras espécies, ndo serve apenas para atragao das
fémeas, mas também para delimitar o territorio (Toledo et al. 2015). De acordo com

Reichert (2010) alguns machos inclusive podem ser mais tolerantes, em termos da
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agressividade, aos cantos de anuncio dos vizinhos do que ao canto territorial, o qual
pode ser emitido depois quando exista um maior numero de machos na pocga. A
interpretagdo de um padrao inverso ao recorrentemente reportado na literatura € um
desafio, mas algumas hip6teses podem ser levantadas para incentivar futuras
investigacdes: 1) talvez a demarcagéao dos sitios de vocalizagao e o espagamento dos
machos de Phyllomedusa iheringii nas pogas de fato ocorram como o esperado, no
inicio da noite, mas sejam organizados pelo canto de anuncio; de fato, o canto de
anuncio nao possui como unica funcéo a atracido das fémeas, mas também pode atuar
para atracdo de machos distantes para se juntarem ao coro, mas auxiliar no
espagamento deles em curtas distancias, anunciando a posi¢cao de cada macho para
os vizinhos proximos (Toledo & Haddad 2005); 2) o grande numero de cantos
territoriais, emitidos por longos periodos, sugere estes como um elemento comum e
importante na ecologia de espécies como Phyllomedusa iheringii, cujos machos
frequentemente se engajam em disputas fisicas por territérios, pelo acesso as fémeas
e em amplexos multiplos (Oliveira et al. 2014a; Dias et al. 2017b); 3) o contexto social
da emisséo de alguns tipos de canto pode ser complexo e variavel, o que dificulta a
interpretacao de sua fungao (ver exemplo para Pithecopus nordestinus em Toledo et
al. 2015); o contexto social da emissdo dos cantos aqui descritos como territoriais
deveria ser melhor investigado, para uma compreensao mais acurada de sua fungao.

A hipdtese de que os parametros do turno de vocalizagéo de Phyllomedusa
iheringii seriam explicados por fator meteorolégico e/ou ecolégico foi corroborada nas
andlises que apontaram a temperatura e a riqueza de espécies no coro como
preditores significativos. A temperatura do ar influenciou o numero de cantos
territoriais emitidos, ja que seu decréscimo implicou em maior numero de cantos
registrados em ambas as pogas monitoradas. Esse resultado foi oposto ao esperado
(i.e. de influéncia positiva sobre os parametros do turno de vocalizagéo, sensu Bee,
2007). Entretanto, resultados similares ao presente estudo foram encontrados em
monitoramento de turno de vocalizagdo em comunidades de anuros no Cerrado € no
litoral do Pampa, onde a abundancia e a frequéncia de ocorréncia de machos em
atividades de vocalizagdo foram associados, respectivamente, com o periodo de
menores temperaturas do ar ao longo da noite (Guerra et al. 2020; Santos et al. 2020).
Segundo os autores, apds o crepusculo a temperatura do ar diminui enquanto a
umidade relativa do ar aumenta, tornando o periodo noturno o mais adequado para a

atividade de animais ectotérmicos de pele permeavel, como os anfibios anuros.
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A riqueza de espécies com machos em atividade de vocalizacdo foi
positivamente relacionada com a abundancia estimada de machos de Phyllomedusa
iheringii, bem como com o numero de cantos territoriais emitidos ao longo da noite,
em ambas as pogas. Na P1, especificamente, houve diminuicao significativa do
numero de cantos de anuncio emitidos machos de Phyllomedusa iheringii conforme a
riqueza de espécies aumentava. Algumas hipoteses independentes podem estar
relacionadas com a influéncia positiva da riqueza das espécies em atividade nas
pogas e o incremento na abundancia de machos de Phyllomedusa iheringii registrado
no presente estudo. Conforme revisdo apresentada em Wells (2007), grupos de
espécies vocalizando simultaneamente podem: 1) diminuir o risco de predagao por
confundir os predadores e fazer os anuros mais dificeis de serem encontrados; 2)
aumentar a fonotaxia das fémeas, que em algumas circunstancias podem se orientar
em direcdo a coros multi especificos, principalmente se os machos coespecificos
forem escassos; 3) podem ser resultado do efeito de alguns fatores ambientais (e.g.
temperatura, chuva, umidade, velocidade do vento e intensidade luminosa) que atuam
sobre os individuos de multiplas espécies.

No presente, nao é possivel excluir qualquer uma das hipdteses acima
citadas. Entretanto, o nimero de cantos territoriais emitidos em ambas as pocas foi
positivamente relacionado com a abundéancia de machos estimada. Isso sugere que a
chegada dos machos nas pogas nao é restrita ao periodo inicial da noite, 0 que pode
explicar a necessidade de constante emissao de cantos territoriais, em um cenario de
sitios de vocalizagao sob a constante ameaca pela chegada de novos competidores.
Ademais, a chegada das fémeas de Phyllomedusa iheringii nas pogas parece ocorrer
ao longo da noite (TGS, obs pes.), 0 que pode acentuar a disputa entre os machos
em crescente abundancia. A umidade do ar nao foi medida no presente estudo, mas
de fato esse pode ser um fator chave, cujo aumento ao longo da noite é reportado na
literatura (Guerra et al. 2020; Santos et al. 2020) e poderia explicar o padrao geral de
aumento da atividade reprodutiva dos anuros ao longo do periodo noturno, em um
processo de covariagao positiva, o que inclui os machos de Phyllomedusa iheringii.
Por fim, a relagdo negativa detectada entre numero de cantos de anuncio de
Phyllomedusa iheringii e a riqueza de espécies na P1 também refor¢a a nogao de que
os machos dessa espécie emitem esse tipo de canto no inicio da noite, quando a

riqueza de outras espécies no coro reprodutivo & baixa.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo sobre o turno de vocalizagédo de Phyllomedusa iheringii
representa um avanco significativo, particularmente na compreensao das complexas
interagdes entre fatores ambientais e ecologicos que moldam o comportamento vocal
dos anuros. Destaca-se a descricdo do canto territorial dessa espécie bem como a
abordagem utilizada, que decompds o turno de vocalizagdo, explorando n&o apenas
a variagao circadiana na abundancia de machos em atividade vocal, mas na emissao
dos cantos de anuncio e dos cantos territoriais. A observagdo de que a riqueza de
outras espécies de anuros influenciou positivamente a atividade vocal dos machos de
Phyllomedusa iheringii sugere adaptagdes comportamentais evolutivas para otimizar
a comunicagdo e a reprodugdo em um ambiente competitivo, mas a fungao de
variaveis latentes, como a umidade do ar, ndo pode ser descartada. Como sugestéo,
futuras pesquisas devem explorar a fungdo de outros fatores meteoroldgicos (e.g.,
umidade do ar, a luminosidade e a velocidade do vento), sobre os parametros do turno
de vocalizagdo. Ademais, sugere-se que o contexto social dos cantos aqui descritos
como territoriais seja investigado a luz da dindmica de chegada de machos e fémeas

de Phyllomedusa iheringii aos ambientes de reproducao ao longo da noite.
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Material suplementar. Parametros do canto de anuncio (A) e do canto territorial (B) de Phyllomedusa iheringii, Sdo Sepé, RS.

A) Canto de antincio

Track (.wav) 210924_1 210924_1 210924_1 210924_1

Call 1 2 3 4 Media Min. Max.

Number of notes 4 4 5 4 4 4 5

Call structure Pulsed notes Pulsed notes Pulsed notes Pulsed notes

Call duration (ms) 0.2002 0.213 0.3301 0.2195 0.241 0.200 0.330

Mean Note duration (ms) 0.015 0.023 0.019 0.023 0.020 0.015 0.023

Mean inter-notes interval (ms) 0.043 0.038 0.042 0.039 0.041 0.038 0.043

Peak frequency (kHz) 1162.793 1119.727 1076.66 1550.391 1227.393 1076.660 1550.391
Bandwith-frequency (kHz) 881.891 986.974 918.75 536.696 831.078 536.696 986.974

Note duration (ms) 0.0178 0.0224 0.0159 0.021

Note duration (ms) 0.0187 0.035 0.0294 0.0229

Note duration (ms) 0.0093 0.0126 0.0117 0.0252

Inter-notes interval (ms) 0.0378 0.0322 0.0486 0.035

Inter-notes interval (ms) 0.043 0.0411 0.0542 0.0392

Inter-notes interval (ms) 0.0472 0.0411 0.0229 0.0439

B) Canto territorial

Track (.wav) 210924_20_filt 210924_20_filt 210924_20_filt 210924_20_filt 210924_20_filt

Call 1 2 3 4 5 Media Min. Max.
Number of notes 12 10 12 11 28 15 10 28
Call structure Pulsed Pulsed Pulsed Pulsed Pulsed

Call duration (ms) 0.9694 0.8322 0.9421 0.8837 1.3282 0.991 0.832 1.328
Mean Note duration (ms) 0.033 0.042 0.041 0.020 0.017 0.031 0.017 0.042
Mean inter-notes interval (ms) 0.046 0.057 0.052 0.059 0.051 0.053 0.046 0.059
Peak frequency (kHz) 1076.66 1076.66 1076.66 1076.66 1119.727 1085.273 1076.660 1119.727
Bandwith-frequency (kHz) 533.874 488.849 540.307 540.307 720.409 564.749 488.849 720.409
Note duration (ms) 0.0139 0.0117 0.0179 0.0095 0.0175

Note duration (ms) 0.0322 0.033 0.0357 0.0311 0.0164

Note duration (ms) 0.053 0.081 0.07 0.0189 0.0164

Inter-notes interval (ms) 0.0507 0.0666 0.0549 0.0703 0.0975

Inter-notes interval (ms) 0.0603 0.0604 0.0563 0.073 0.0395

Inter-notes interval (ms) 0.0261 0.0439 0.0439 0.0325 0.0153
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