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RESUMO

Atualmente a familia Leptodatcylidae Werner, 1896 (1838) é considerada como sendo uma
das mais especiosa da ordem, sendo formada por 233 espécies e quatro géneros com
ocorréncia para o Brasil. Desses quatro géneros € possivel destacar a importancia de dois
deles como sendo os principais responsaveis por abrigar a maior parte da riqueza
espécifica dentro da familia, totalizando 113 espécies, sendo 84 espécies reconhecidas
para o género Leptodactylus Fitzinger, 1826 e 29 espécies reconhecidas para o género
Adenomera Steindachner, 1867. Este fato é responsavel por conferir um alto grau de
importancia aos estudos sobre variacdes inter e intraespecificas entre as espécies
congenéricas no taxon, haja vista que no passado, inumeras classificacbes e
reclassificagées ocorreram dentro do clado (Lynch 1971; Heyer 1975). Como qualificacao
do principal problema a ser abordado é possivel destacar a existéncia de uma
biodiversidade criprica que se encontra associada as espécies do género Adenomera,
tornando esse tipo de similaridade, a exemplo da auséncia de caracteristicas discretas e/ou
presenca de caracteristicas altamente diversificadas entre as espécies, um verdadeiro
gargalo impeditivo atuando constantemente contra o entendimento taxonémico que se
busca, tornando o grupo, um conjunto “cadtico” de espécies feneticamente semelhantes e
indistinguiveis ao julgamento dos herpetdlogos mais experientes. Para analises e
comparagbes mais aprofundadas dos padrdes acusticos referente as espécies de
Adenomera thomei, Adenomera saci, Adenomera hylaedactyla, Adenomera martinezi com
a espécie Adenomera sp. encontrada nos fragmentos de mata atlantica de Salvador foi
proposto duas abordagens distintas para as analises de agrupamento e de analises
multivariada que se desenvolveram. Na abordagem que possui 0 objeto de estudo focado
nos padrdes acusticos de cada individuo amostrado foi possivel distinguir 0s cinco grupos
de espécies atraves do PC1 que apresentou variagdes importantes, principalmente, na
frequéncia dominante (Hz) e na frequéncia 5% (Hz) do canto de anuncio. A andlise
discriminante linear - LDA demonstrou projecdes de escores similares ao ACP/PCA sendo
0 EIXO 1 o de maior poder explicativo para os nosso dados possuindo uma variancia total
de 59.87%. Os cinco grupos de espécies foram devidamente agrupados nas analise de
cluster que levaram em consideracdo os algoritmos UPGMA e o método WARD, ambos
com altos coeficientes de correlagdo (>0.8). Ja na abordagem que possui 0s cantos de
anuncios como objeto de estudo foi calculado a distancia euclidiana entre 0s grupos através
do calculo da distancia dos centréides e através do método de agrupamento k-média foi



possivel agrupar os dados automaticamente em um total de seis clusters menos
dissimilares entre si. Cinco eixos canbnicos se demonstraram representativos apos
correlagdo linear de Pearson e apresentaram alto valor de correlagdo sendo o ROOT 1 o
de maior autovalor (35.05302) que apresentou variagdes importantes, principalmente, na
frequéncia dominante (Hz) e na duracdo do canto (s). Por fim os resultados das analises
discriminantes e/ou de dissimilaridade dos cantos de anuncio analisados apontam, através
da distancia de Mahalanobis, do teste F de fisher e da varidncia dos niveis de significancia
(p-value corrigido por bonferroni < 0.001) que os seis grupos de centréides/clusters gerados
acumulam diferencgas acusticas significativas e/ou sao diferentes estatisticamente entre si,

distinguindo, dessa forma as espécies de Salvador das demais espécies.

Palavras-chaves: Bioacustica, taxonomia, litoral Norte da Bahia

ABSTRACT



Currently, the family Leptodatcylidae Werner, 1896 (1838) is considered to be one of the
most specious of the order, comprising 233 species and four genera occurring in Brazil. Of
these four genera, it is possible to highlight the importance of two of them as being the main
responsible for harboring most of the specific richness within the family, totaling 113
species, with 84 species recognized for the genus Leptodactylus Fitzinger, 1826 and 29
species recognized for the genus Leptodactylus Fitzinger. Adenomera Steindachner, 1867.
This fact is responsible for giving a high degree of importance to studies on inter and
intraspecific variations between congeneric species in the taxon, given that in the past,
numerous classifications and reclassifications occurred within the clade (Lynch 1971; Heyer
1975). As a qualification of the main problem to be addressed, it is possible to highlight the
existence of a cryptic biodiversity that is associated with the species of the genus
Adenomera, making this type of similarity, such as the absence of discreet characteristics
and/or the presence of highly diversified characteristics among the species. species, a true
bottleneck constantly acting against the taxonomic understanding that is sought, making
the group a “chaotic” set of species that are phenetically similar and indistinguishable in the
judgment of the most experienced herpetologists. For further analyzes and comparisons of
the acoustic patterns referring to the species of Adenomera thomei, Adenomera saci,
Adenomera hylaedactyla, Adenomera martinezi with the species Adenomera sp. found in
fragments of the Atlantic forest of Salvador, two distinct approaches were proposed for the
cluster analysis and multivariate analysis that were developed. In the approach that has the
object of study focused on the acoustic patterns of each sampled individual, it was possible
to distinguish the five groups of species through the PC1 that presented important
variations, mainly, in the dominant frequency (Hz) and in the 5% frequency (Hz) of the song
of advertisement. The linear discriminant analysis - LDA showed projections of scores
similar to the ACP/PCA, with AXIS 1 having the greatest explanatory power for our data,
with a total variance of 59.87%. The five species groups were properly grouped in the cluster
analysis that took into account the UPGMA algorithms and the WARD method, both with
high correlation coefficients (>0.8). In the approach that has the advertisement corners as
the object of study, the Euclidean distance between the groups was calculated by
calculating the distance of the centroids and through the k-mean grouping method it was
possible to automatically group the data into a total of six clusters less dissimilar to each
other. Five canonical axes proved to be representative after Pearson's linear correlation and
showed a high correlation value, with ROOT 1 having the highest eigenvalue (35.05302)



which showed important variations, mainly in the dominant frequency (Hz) and duration of
the song (s). Finally, the results of the discriminant and/or dissimilarity analysis of the
analyzed advertisement calls indicate, through the Mahalanobis distance, Fisher's F test
and the variance of the significance levels (p-value corrected by bonferroni < 0.001) that the
six groups of generated centroids/clusters accumulate significant acoustic differences
and/or are statistically different from each other, thus distinguishing the species from
Salvador from the other species.

Keywords: Bioacoustics, taxonomy, North coast of Bahia
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1- INTRODUCAO

Os anfibios anuros sdo considerados como um dos trés grupos de vertebrados
terrestres mais diversos do planeta. Suas 7.524 espécies podem ser encontradas
distribuidas dentro das ordens Anura, Caudata e Gymnophiona, as quais englobam, em
conjunto, todas as salamandras, tritbes, cecilias, sapos, rds, pererecas e cobras-cegas
conhecidas (Frost, 2022). E sabido que boa parte da fauna mundial de anfibios esta
localizada no territério brasileiro, sendo registrado atualmente por 1.137 espécies no Brasil,
valor esse que corresponde a aproximadamente 13% de toda fauna mundial de anfibios
(Segalla et al., 2019). Nao distante dessa realidade, o género Adenomera Steindachner,
1867 ainda é subestimado, sendo suspeito de abrigar um nimero maior de espécies que
o0 numero atual reconhecido para o género. Haja vista que dados sobre os remanescentes
da floresta atlantica mais ao norte da Bahia ainda ndo foram devidamente levantados,
gerando com isso uma lacuna de conhecimento importante que deve ser resolvida para o
entendimento do clado Thomei (sensu Fouquet et al., 2014) e da relagéo de parentescos

entre os clados Hylaedactyla, Martinezi e Saci.

Para a floresta atlantica Heyer (1973) havia reportado apenas a existéncia de duas
espécies de Adenomera. Devido os trabalhos de Kewt & Angulo (2002) e Kwet (2007) se
sabe que essas duas espécies sdo na verdade um complexo de espécies para esse bioma
que provavelmente surgiu a partir de diversificacdes recentes, inclusive ja descritas para
outras espécies de anuros, a exemplo do antigo grupo denominado como Hypsiboas
pulchellus, atualmente reconhecido por membros do género Boana Gray, 1825 (Kwet,
2004, 2008). Na época Kwet et al., (2007) considerou que o género Adenomera era
considerado como sendo um taxon valido que possuia ao menos seis espécies distribuidas
pelos dominios de mata atlantica a exemplo do Adenomera ajurauna (Berneck, Costa, and
Garcia, 2008), Adenomera araucaria Kwet and Angulo, 2002, Adenomera bokermanni
(Heyer, 1973), Adenomera marmorata Steindachner, 1867, Adenomera nana (Muller, 1922)

e 0 Adenomera thomei (Almeida and Angulo, 2006).

Segundo Streicher et al., (2020) as primeiras descricfes de espécies de anfibios ocorreram
atraveés da aplicacdo do método taxondmico previsto no Systema Naturae (Linnaeus, 1758)
gque com o tempo protagonizou posicdo de destaque frente as inUmeras descri¢cdes de

espécies de anfibios anuros no globo. Sendo assim, a taxonomia moderna vem,
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atualmente, dialogando diretamente com outras &reas do conhecimento, utilizando uma
maior variedade de disciplinas, evidéncias e integrando a construcdo de hipoteses
filogenéticas baseada em dados genéticos, citogenéticos e fenéticos. Ademais, grande
parte dos estudos taxondmicos publicados nos ultimos dez anos usam em suas
comparacgfes taxondmicas e delimitacbes de espécies, dados sobre as variacdes da
morfologia externa dos animais. Das 732 publica¢gGes levantadas por Streicher e Loader
(2020), 46% das espécies de anfibios anuros descritas na literatura especializada
ocorreram entre 0s anos de 2015-2019 e puderam contar com o auxilio do conjunto de
dados e inferéncias provenientes de andlises fenéticas alimentadas por bases de dados
gue possuiam dados acusticos (Streicher et al., 2020).

O interesse demonstrado pelos estudos focados nos sinais acusticos emitidos pelos
anuros nao é recente dentro da comunidade cientifica, sendo objeto de estudo de grandes
nomes naturalistas como Carolus Linnaeus (1758) e Charles Darwin (1871). Dessa forma
a bioacustica é uma disciplina que consiste no estudo dos sons e atualmente vem
demonstrando ser uma excelente ferramenta transdisciplinar de pesquisa aplicada em
diversos estudos (Vielliard, 2010). Seu amplo espectro de aplicagdo acaba contemplando
estudos em diferente taxa e ecossistemas, sendo capaz de contemplar grupos como os
Synapsida, Arthropoda, Sauropsida, Archosauria e principalmente dos Lissamphibia
(Vielliard, 2004).

Atualmente as observacdes acusticas somam-se com inferéncias e interpretacdes
biolégicas mais complexas, e 0s sinais acusticos emitidos pelos anuros,
independentemente de sua funcéo social e biolégica, sdo perfeitamente utilizados no
desenvolvimento de hipéteses filogenéticas sendo aproveitada aos estudos que estao
fundamentados em evidéncias geradas a partir de abordagens mais tradicionais da
taxonomia alfa. Dessa forma a bioacustica, aqui utilizada como a principal ferramenta
geradora de evidéncia, se torna extremamente importante ndo s6 para o entendimento e
classificacdes futuras a nivel de espécies dentro do grupo Thomei mas também, para a
construcdo de conhecimentos zooldgicos mais completos e que sejam capazes de fornecer
novas informac¢des sobre lacunas no conhecimento da historia natural e da ecologia

reprodutiva das espécies dentro e entre os clados mais proximos.
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A pretensdo de conhecer e registrar todas as espécies residentes em um
determinado bioma pode de imediato aparentar ser uma grande batalha perdida. Ainda
mais se o0 bioma em questdo encontra-se sob pressdes antropogénicas constantes e
histéricas como € o0 caso da mata atlantica, bioma onde se encontra distribuida
endemicamente as populagdes do A. thomei. Ciente das dificuldades reais de se completar
a contento essa nobre tarefa amostral podemos ser levados a acreditar que apenas
aumentar o esforco amostral, focando as buscas em grupos de tatrapodes como os anfibios
anuros resolveria o problema pratico dos biélogos mas infelizmente o trabalho vem se
demonstrando herculeo e colossal pois muitas espécies de anuros ainda séo
desconhecidas e nem 10% da biodiversidade mundial € devidamente conhecida qui¢a sua
variabilidade fenotipica.

Somando-se a isso, a grande biodiversidade da mata atlantica se encontra
associada a altos graus de endemismo, fazendo desse bioma um verdadeiro hotspot na
América do Sul que deve ser melhor estudado. Essa especificidade torna, com isso, 0s
trabalhos de descricdes e classificacdes uma verdadeira corrida contra o tempo, contra a
perda de habitats, contra o surgimento de doencgas e contra, principalmente, 0s processos
de extingdes locais que vem afligindo os anuros localmente e em escala global. Em termos
gerais os anfibios anuros séo capazes de formar uma superclasse extremamente
especiosa que abriga verdadeiros complexos de biodiversidade e de espécies cripticas
responsaveis por tornar essa incrivel odisseia pelo conhecimento taxondmico dos anuros

em um verdadeiro desafio a todos os herpetdlogos.

Estudar os anuros sobre uma perspetiva acustica é gratificante e trabalhoso pois
essa caracteristica fenética em questéo surge logo cedo dentro do proprio grupo, fazendo
dos fendbmenos de vocalizagdes verdadeiros sinais honestos e conservados para o grupo.
Essa caracteristica se encontra intrinsecamente relacionada aos caminhos evolutivos do
sistema de comunicacdo desses tatrapodas, legitimando, com isso, o uso de forma ampla
e pratica da bioacustica como ferramenta no estudo e entendimento dessa gigantesca
biodiversidade associada ao grupo. Vale ressaltar que a utilizacdo e integracdo de dados
acusticos vem se demonstrando decisivos em situacdes que envolvem a necessidade de
delimitacbes mais precisas de complexo de espécies cripticas como pudemos estudar
nesse presente trabalho. E sub-estimar ou super-estimar a existéncia de espécies em

determinados ambientes trazem consequéncias graves que reverberam diretamente no
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estabelecimento e na eficiéncia de politicas de conservacdo das espécies além de
influenciar na implementacdo de politicas ambientais pelos tomadores de decisdes nos
orgaos de fomento e ambientais. Sendo assim, um dos caminhos possiveis e utilizados
para mitigar essa real limitacdo reside na aplicacdo integrada e transdisciplinar dos
conhecimentos, técnicas e ferramentas disponiveis que sejam capazes de englobar dados
genéticos, fenéticos, biogeograficos e de histdria natural que possam atuar de forma
transdisciplinar sobre a resolucdo de problemas taxondémicos e na delimitacéo precisa entre

as espécies.

Assim o0 reconhecimento da notéria biodiversidade acustica e morfoldgica
associadas a Familia Leptodactylidae Werner, 1896 (1838) acaba qualificando este taxon
como sendo um excelente indicador para estudos de fendmenos macroevolutivos e
evolutivos que respaldam o surgimento e consolidacdo do sistema de comunicacéo
acustica dentro da Ordem Anura, especificamente para o género Adenomera. O Dr. Thiago
Ribeiro de Carvalho Tavares em sua tese de doutorado intitulada por “Evolucdo do canto
de anudncio nos géneros Adenomera e Leptodatcylus (Anura, Leptodactylidae,
Leptodactylinae), com aplicacdo taxondmica a populacdes e espécies de Leptodactylinae”
aponta como tendéncias evolutivas importantes a serem investigadas a histéria evolutiva
das estruturas pulsionadas dentro do sistema de comunicagéo e dos deslocamentos de
energia relativos a frequéncia fundamental entre as bandas de frequéncia identificadas nos
cantos de algumas espécies dentro do género (Carvalho, 2017).

Ambos os fen6menos demonstram-se esvaziados de quaisquer correlagcao aparente
com 0s componentes abidticos, ambientes e/ou até mesmo com o tamanho/volume
corporal desses animais. E sobre esses fenbmenos cabe uma linha de raciocinio bastante
plausivel que traz para o foco das analises, questdes relacionadas aos contexto sociais
das emissdes desses sinais acusticos pelos anuros, uma vez que interacdes sociais
reprodutivas podem explicar alteracdes nas faixas de frequéncia e interagdes agonisticas
inter-especificas sdo capazes de moldar e selecionar evolutivamente de forma rapida os
sistemas de comunicacdo entre espécies diretamente competidoras. Todas essas sao
explicacdes possiveis que poderiam gerar respostas evolutivas contra a predacgdo,
aumentando, com isso o valor adaptativo da espécie, selecionando até mesmo respostas
direcionadas que influenciem positivamente o fithesse das espécies ou até mesmo sinais

acusticos ilegitimos entre emissores e receptores, 0 que seria um contrassenso e/ou
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excecao a teoria evolutiva da comunicacao aplicada aos anfibios anuros que se encontra
fundamentada nas emissdes de sinais acusticos legitimos e capazes de informar com

exatidao caracteristicas intrinsecas referente aos machos vocalizantes.

O sucesso evolutivo somado as ricas variagdes acuUsticas associadas ao taxon
Leptodactylidae Werner, 1896 (1838) fez desta, uma das familia mais especiosa da ordem.
Este clado é atualmente formado por 233 espécies de anfibios anuros os quais foram
capazes de colonizar toda regido neotropical nas Américas. Apesar de no passado, devido
a inumeras classificagdes e reclassificagdes esse grupo ter sido considerado como sendo
parafilético (Lynch 1971; Heyer 1975), atualmente suas relacbes de parentescos se
encontram bem estruturadas, estando o seu monofiletismo resguardado (Frost et al 2006).
Dessa forma € salutar prestar atencdo para a rigueza desse taxon que pode ser
evidenciada nas quantidade de espécies abrigadas principalmente pelos géneros
Leptodactylus Fitzinger, 1826 com 84 espécies e pelo género Adenomera Steindachner,
1867 com 29 espécies (Frost, 2022). Atualmente o género Adenomera € composto por 29
espécies validas que se distribuem pelos territérios abertos e florestais da América do Sul,
ocupando, com isso, ampla distribuicdo longitudinal no continente podendo chegar até
regides andinas mais ao leste (Frost, 2022). Vale ressaltar que o grupo foi agrupado dentro
de Leptodactylus pela primeira vez pelo professor Adolpho Lutz (1930).

A subespécie proposta na época pelo professor Lutz nomeada por L. (Parvulus)
trivittatus (Lutz, 1926) foi classificada atualmente como sinonimia junior do L. (Parvulus)
nanus e da espécie Adenomera marmorata Steindachner, 1867 descrita por Heyer (1973)
a partir do holétipo NHMW 16453. Os desdobramentos taxonémicos foram inGmeros e um
dos mais importantes diz respeito ao principio da prioridade exposto pelo cddigo
internacional da nomenclatura zoologica - ICZN de 1898 invocado pelo Parker (1932) em
favor da prioridade do nome Adenomera como sendo um subgénero de Leptodactylus ao
invés de Parvulus. Subsequentemente as decisdo taxondmica provocadas por Parker
(1932) fizeram com que o género Adenomera fosse entdo realocado dentro do grupo
Leptodactylus marmoratus por Heyer (1969a), que também foi responsavel por incluir, a
posteriori, outras espécies ao grupo como o L. andreae; L. bokermanni; L. hylaedactylus e
L. martinezi. O mesmo autor foi o responsavel por elevar o jA conhecido subgénero
Adenomera ao ranking de género em 1974, tornandu-o grupo irmao das demais especies
de Leptodactyus reconhecidas até os dias atuais.
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Essas espécies possuem sinapomorfias importantes em seus sistemas reprodutivos
e podem ser reconhecidas por apresentar postura de ovos em ninhos de espuma gue no
caso dos Adenomera sdo alocados em camaras subterraneas esféricas construidas por
individuos machos. E no caso do A. thomei o modo reprodutivo (sensu Haddad et al., 2013)
€ considerado como sendo o MR namero 32, em que 0s seus girinos endotroficos acabam
completando o desenvolvimento larval exatamente dentro do préprio ninho de espuma
secretado no interior da toca que se encontra sob o solo e a serapilheira. Na literatura esse
tipo de informacgdo é conflitante, necessitando de estudos mais aprofundados sobre a
historia natural da espécie uma vez que trabalhos mais atuais passaram a relatar um modo
reprodutivo diferente para a espécie, assumindo, com isso que o desenvolvimento larval
dos girinos exotroficos se completariam em ambientes aquaticos como esta previsto no MR

de numero 31.

Mesmo com todo conhecimento fenético e de histéria natural gerados sobre o grupo
€ possivel identificar lacunas no conhecimento que acabam tornando impeditivo as andlises
mais precisas pois um dos grandes gargalos identificados e que responde por obscurecer
o entendimento taxondmico dentro do género, reside na existéncia de uma alta similaridade
inter e intra-especifica. Essa similaridade se torna flagrante quando se observa o cariétipo
das espécies dentro do clado Thomei e entre as espécies cogenericas (Dominato et al.,
2022). A auséncia de dados moleculares, morfologicos e acusticos concatenados dentro
do grupo e de grupos proximos, acabam contribuindo na geracéo de hipoteses filogenéticas
com pouco poder de resolucao, principalmente quando se trata de complexos de espécies

cripticas que podem ocorrer simpatricamente e até mesmo sintopicamente.

Dessa forma ao analisarmos as filogenias disponiveis é possivel percebe que o
clado Thomei, é de fato um desses complexo de espécies que necessitam ser estudados
com maior profundidade e com maior nimero de informagfes possiveis que incluam
nessas andlises dados diretos e de origem acustica. E sabido que o grupo foco desse
trabalho é formado pela espécie nominal Adenomera thomei (Almeida e Angulo, 2006),
descrita a partir de individuos coletados em plantacdo de Cacau localizada proximo ao
municipio de Linhares, estado do Espirito Santo além de existir mais duas linhagens
candidatas a espécies dentro do clado denominadas por Adenomera sp. L e Adenomera
sp. M, (sensu Fouquet et al., 2014), ambas com ocorréncia para o sul da Bahia.
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Sendo assim é importante evidenciar que o trabalho de Fouquet et al., (2013) apesar
de recuperar inicialmente as espécies com ocorréncia para a mata atlantica como sendo
espécies monofiléticas ndo conseguio replicar esses resultados em analises mais
completas que levaram em consideracao outras bases de dados incluindo dados genéticas
e dados acusticos indiretos. Em seu trabalho, subsequente ao ano de 2013, a
sustentabilidade do monofiletismo apresentado para as espécies de mata atlantica ndo se
sustenta, demonstrando, com isso, sobreposicdes entre os Clados Martinezi e
Hylaedactyla muito por conta de populacdes de Adenomera hylaedactyla que possuem
ocorréncia nas regides mais setentrionais da regido nordeste. A auséncias de estudos de
base assim como, a inexisténcia de dados acusticos diretos e associados aos padrées
morfologicos do clado Thomei é notoriamente contrastante com a sua aparente biomassa
demonstrada nos ambientes antropizados uma vez que essa espécie possui uma grande
abundancia e ocorréncia nas areas de bordas de fragmentos florestais e de mata atlantica
dentro de perimetros urbanos, tornando, com isso, o entendimento taxonémico realmente

menos preciso e bastante confuso sem necessidade.

Estimar parentescos em complexos de espécies cripticas é uma realidade dentro do
género Adenomera e essas distancias sdo de fato bastante ténues mas, ainda assim,
detectavel a métodos genéticos que levam em consideracdo caracteres mais gerais. Em
trabalhos citogenéticos recentes foi possivel demonstrar os padrées morfolégicos dos
pares de cromossomos do clado Thomei e suas relagdes de similaridade dentro e entre os
grupos com base na cariotipagem de células somaticas do sistema digestivo da espécie.
O estudo do carittipo do clado Thomei mostrou uma forte contribuicdo no agrupamento
entre as populagdes ao sul da Bahia mas, ainda assim, incapaz de agrupar a contento os
espécimes dentro da espécie nominal (Dominato et al, 2022). Vale ressaltar que em
estudos citogenéticos anteriores feitos por Campos et al., (2009) as diferencas entre os
cromossomos das espécies de Adenomera thomei e Adenomera hylaedactyla ja haviam
sido demonstradas e as diferengas no tamanho do teldomero cromossomico possivelmente
podem estar associadas a caracteristicas homadlogas entre essas espécies. Nesse cenario,
€ salutar destacar que além das analises acusticas feitas nesse presente trabalho se faz
necessario o estudo da cariotipagem das espécies encontradas na mata atlantica do litoral
norte da Bahia que se encontram distribuidas acima da bacia do Paraguacu para efeito de
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padronizacdo das comparacdes com os padrdes cromossémicos ja levantados pelos

demais autores.

Certamente a falta de resolucdo que aqui esta sendo exposta pode ser resolvida
com a integracdo de dados de diferentes fontes e disciplinas incluindo dados acusticos
diretos devido a sua forte correlacdo com a identificacdo de espécie e seu desempenho no
reconhecimento espécie-especifico na natureza, respondendo como importante
mecanismo dentro do sistema de comunicacdo e de sele¢do sexual dos anfibios anuros
que é amplamente reconhecido pela comunidade cientifica. E na tentativa de contribuir
propositivamente com todo esse cenario confuso que carece de maior entendimento
taxondmico e de hipéteses filogenéticas mais precisas para 0 grupo que este presente
trabalho se propds a analisar padrfes acusticos gerais associados ao canto de anuncio
das espécies dos clados Thomei, Martinezi, Saci e Hylaedactyla a partir de dados
originados das localidades-tipo e localidades proximas que sao exclusivamente
relacionados as espécies nominais que foram formalmente descritas, descartando, com
isso, dados oriundos de linhagens para efeito de comparagdo com as populacao
amostradas para os fragmento de mata atlantia do litoral norte baiano. Aqui foi possivel
atentar para a importancia da coleta e analise de dados acusticos diretos e associados a
individuos vouchers e/ou testemunhos que foram devidamente depositados na colecéo
hamida do Museu de Historia Natural da Bahia - MHNBA assim como na curadoria de seus
respectivos cantos que foram devidamente depositados na fonoteca do laboratério
AMPHIBIA.

2- MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta de dados diretos e indiretos.

Para a constru¢cdo do embasamento tedrico essencial as comparacgdes acusticas
foram feitas buscas em bibliografias especializadas no ano de 2021. Esses levantamentos
de dados indiretos aconteceram através dos indexadores e sistemas de busca do google
scholar, plataforma scopus via portal de periddicos da Capes além de buscas diretas sobre
a base de dados disponibilizada no site https://amphibiansoftheworld.amnh.org/ do

American Museum of Natural History que reune informacges acuradas sobre as espécies

e os histéricos das decisdes taxondmicas mais atualizados, o que incluem informacdes
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sobre os status das espécies assim como a disponibilidade da lista de sinonimias junior

relacionadas as espécies nominais.

Para as buscas dos artigos de descricdo dos cantos de anuncio e/ou que possuiam
dados acusticos em suas andlises foram aplicados o0 mesmo modelo de booleana
[“nomenclatura binominal” AND “género” AND “call description” AND (“advertising call” OR
call)] onde apenas o nome do género e da espécie foram trocados para cada rotina de
buscas sobre as 29 espécies contidas dentro do género Adenomera. Os resultados foram
obtidos e sistematizados manualmente dentro do programa EndNote, sendo excluidos da
pesquisa os trabalhos ndo publicados, preprints e literatura cinza. Ja para as buscas
destinadas para a obtencao de informacfes acusticas mais detalhadas sobre as espécies
foco foi empregada a técnica do “snowball sampling” nos artigos que ja haviam sido
levantados e para essas espécies foram considerados os trabalhos nédo publicados.

O acesso aos dados diretos das espécies de Adenomera que foram incorporados
as analises acusticas e testes estatisticos obtidos nesse trabalho aconteceram mediante
solicitacdo direta das vocalizagbes e envio por e-mails para os proprios autores
responsaveis pelos trabalhos de descricdes e redescricdes dos cantos de anuncio e
espécies nominais. Também foi possivel gerar dados acusticos diretos a partir de
gravacdes acusticas in loco feitas exatamente nos sitios de vocaliza¢gfes das populacdes
estudadas em Salvador nos anos de 2019, 2021 e 2022. As quais ocorreram dentro do
periodo reprodutivo da espécie, momento esse em que os individuos se encontravam
vocalmente ativos nos ambientes. O periodo de coleta ocorreu principalmente nas estacées
chuvosas onde os picos de atividades acusticas e atividade de coro ocorriam com maior

frequéncia a partir do més de junho, diminuindo com o fim do periodo chuvoso em Salvador.

As gravacoes dos espécimes levantados para Salvador sempre ocorriam no final da
tarde e inicio da noite e se estendiam aproximadamente até as 21:00 horas pois a atividade
acustica demonstrada geralmente ndo ultrapassavam as 0:00 horas com excecéo dos dias
chuvosos e frios. Como os individuos apresentam um comportamento crepuscular e
criptozéico a identificacdo dos sitios de vocalizagbes em campo aconteciam ap0s o
estabelecimento de pontos de escutas e triangulacdo do sinal acustico os quais eram
emitidos pelos proprios machos vocalizantes no local de coleta. A partir desse ponto as
gravacoes ocorriam respeitando o protocolo que padronizava as gravagbes em 1.5 m de
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distancia da fonte de origem e/ou emissora de sinal acustico. As gravagdes feitas variaram
entre 3:00-5:00 minutos de duragdo e todas ocorreram em uma mesma variacdo de
hamidade e de temperatura mensuradas no momento das gravagdes a partir de um termo-
higrometro (Schneider & Sinsch, 2007).

Para alcancar niveis 6timos e estaveis na qualidade sonora capturada in loco foram
respeitadas normas técnicas que prezam pela utilizagdo de sistemas de captura de som
com certo nivel de qualidade e/ou que ndo distorgcam os sinais acusticos que estdo sendo
capturados. Para isso as gravacoes foram feitas a partir do gravador digital da Marantz,
modelo PMD 601 acoplado a um microfone unidirecional Sennheiser (shotgun), modelo
MEG66/k6 de ampla resposta entre as faixas de frequéncia do espectro audivel do som e do
proprio sistema de comunicagdo dos anfibios anuros que evolutivamente foi estabelecido
no espectro de frequéncia dos 40Hz a 20.000Hz. Todas as gravacdes foram feitas no
gravador digital que produziu arquivos de som no formato WAV n&do comprimido e/ou ndo
compactados com resolugcédo de 24 bits em uma taxa de amostragem de 44.100Hz. Apos
as etapas de gravacgbes os arquivos digitais passaram pelo processos de equalizacéo e
normalizacdo do som dentro do programa Audacity (Audacity Team, 2022). E para o uso e
interpretacéo dos espectogramas gerados a partir do programa Raven Pro 1.5.0.

Tomada de dados diretos e area de estudo

Os espécimes analisados acusticamente podem ser diagnosticados através de
caracteres fenotipicos tradicionalmente utilizados nas diagnoses entre as diferentes
espécies conhecidas de Adenomera sensu Heyer (1973). Caracteristicas relacionadas ao
tamanho corporal, padrdes de coloragdo e textura assim como estruturas especificas foram
prontamente reconhecidas nas sub-populacdes levantadas em Salvador e foram: i. dorso
com padréo de coloragdo marmoreado contendo manchas escuras; ii. presenca de faixa
longitudinal e linha medial dorsal se estendendo até a regido da cloaca; iii. dorso e flancos
apresentando tubérculos; iv. regido externa dos membros anteriores e posteriores
contendo manchas escuras; v. regiao interna dos bragos imaculada e face interna da coxas
contendo fracos padrdes creme reticulado; vi. focinho eliptico em vista dorsal; vii. ventre e
gula imaculados; viii. glandulas ectopeitoral proximas a regido axilar ndo entumecidas
ainda necessitando de corte histolégico para confirmacgdo; ix. extremidades dos artelhos

ndo expandida. E como diagnose morfoldgica especifica direcionada a identificacdo de
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espécies do clado Thomei (sensu Fouquet et al.,, 2014) as caracteristicas x. mancha
interorbital e triangular formando padrdo de mascara que se estende a partir da regiao
cefélica a regido mediodorsal formando figura similar a uma ampulheta devido o encontro
com as demais manchas espalhadas no corpo do animal; xi. mancha clara sobre a mascara
orbital simulando o formato semelhante a um coracéo (caracteristica apresenta variagdo
de formas podem ser cordiformes a circulares); xii. estrutra do canto pulsionado sendo esta
a Unica espécie do clado mata atlantica a apresentar esse tipo de estruturacdo em seu

sinal acustico de comunicagao.

Os espécimes analisados se encontravam distribuidos em areas historicamente
antropizadas que ja haviam sido visitadas pelas equipes do laboratério AMPHIBIA e que
se encontram sob pressbes antropogénica constantes oriundas das comunidades
humanas em seu entorno (Mapa 01 e 02). As areas de estudo ocorreram nos fragmentos
de mata atlantica supracitados, localizados no Estado da Bahia, municipio do Salvador, e
tiveram pontos amostrais formados por uma serie histérica de 3 anos de registros que
foram ndo consecutivos ao longo de quatro anos de amostragem. Com isso a primeira serie
de registros acusticos foram feitos no ano de 2019 préximo a uma nascente de agua em
uma area de mata antropizada localizada ao lado do Instituto de Biologia da UFBA - IBIO
(Lat -13.000846000504 Long -38.508405); o segunda serie de registros acustico ocorreram
no ano de 2021 em uma area de encosta localizada as margens da Avenida Anita Garibaldi
(Lat -12.992280000504 Long -38.507692) a terceira e quarta serie de registros acusticos
ocorreram no ano de 2022 em acumulo de serapilheira que se depositavam na frente do
Instituto de Biologia - IBIO (Lat -13.00144928061329 Long -38.50839178599707) assim
como as margens do fragmento de mata atlantica antropizada localizada préximo a Escola
de Danca da UFBA (Lat -13.004500000504 Long -38.509777777778). por onde passa um
corrego de agua que faz conexdes entre as areas visitadas e coletadas conforme pode ser
visto na Figura 1.
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Figura 1 — Registros dos pontos amostrados no campus Ondina/Federacéo - UFBA.

Todos os pontos da serie histérica ocorreram dentro do perimetro urbano do
municipio do Salvador os quais foram amostrados nos bairros do Garcia e da Ondina.
Ambas as localidades apresentaram ambientes naturais com desniveis topograficos
acentuados e estdo sob a mesma influéncia climatica, apresentando verdes chuvosos e
invernos secos segundo a classificagdo tipoldgica de Kdppen (AW). Nessa classificacdo os
meses que apresentam maiores precipitacées e menores temperaturas estao exatamente
entre os meses de marco a agosto o que pode ser comprovado no ano de 2022 pois esses
foram 0s meses que apresentaram as menores variagdes de temperatura (23-26 °C) e as
maiores variagdes de precipitagdo anual da chuva (101-180 mm). A predominancia da
cobertura vegetal encontrada em todos os pontos amostrados € a de Floresta Atlantica
Ombréfila Densa sensu AB’Saber (1977). Em que a maioria das areas estudadas
apresentam formacdes florestais com o aparecimento de ddsseis mas que, infelizmente,
se encontram fragmentados na escala de paisagem devido as a¢bes antropogénicas
histéricas associadas a esses territorios que passaram por fortes processos de urbanizacéo
gue converteram os acentuados aclives e declives naturais do interior das matas em

verdadeiras pirambeiras expostas pela cidade. Atualmente a matriz de paisagem é formada
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basicamente por remanescentes de mata atlantica que se encontram sob os efeitos de

borda, estando essas areas em diferentes estagios de degradacgéo e regeneragao.

Territorio UFBA 20
Anos. Campus Ondina/
Federacao.

UFBA 2001
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UFBA 2021

496 992 m

[ Limites_UFBA_2021

H

Figura 2 — Evolucdo de areas matriciais e de manchas florestais encontradas no campus da UFBA
Ondina/Federacéo.

2.2 Formagéo de hipoéteses e testes

Hipotese de pesquisa. Neste trabalho pretende-se testar se as espécies hominais
Adenomera hylaedactyla (Cope, 1868), Adenomera martinezi (Bokermann, 1956),
Adenomera saci Carvalho and Giaretta, 2013, Adenomera thomei (Almeida and Angulo) e
Adenomera sp. sdo acusticamente diagnosticaveis e, portanto, se a bioacustica seria uma
linha de evidéncia capaz de diferenciar a populagcédo do Salvador das demais espécies.

Sintese do problema. O género Adenomera Steindachner, 1867 atualmente é
formado por 29 espécies vélidas e apesar da existéncia de amplos trabalhos de revisées
taxondmicas feitos dentro do género é possivel notar que ainda assim existem grandes
lacunas referente ao comportamento acustico dessas espécies que infelizmente ndo vem

acompanhando os avancos filogenéticos que se sucederam ao longo dos tempos. E
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possivel notar que a grande maioria dos cantos de anudncio, referente as espécies
nominais, para o género ja sdo conhecidos pela comunidade cientifica e, portanto, se
encontram sumariamente descritos nos artigos de descri¢cdes dos cantos de anuncio para
essas espécies. Todavia, a disponibilidade de dados acusticos diretos e associados a
vouchers dentro das cole¢Bes zooldgicas ainda sdo muito pequenas e pouco confidveis o
que acaba gerando associa¢gfes equivocadas dentro das analises mais robustas de
taxonomia integrativa, diminuindo, com isso o poder de explicacdo de hipoteses
filogenéticas que incorporam dados dessa natureza em suas matrizes e analises. No caso
do Adenomera esse cendrio se torna ainda pior e bastante cadético pois é notorio e flagrante
a imensa variabilidade intra e interespecifica apresentada pelo género, impedindo dessa
forma que seja possivel detectar caracteristicas morfoldgicas e acusticas que possam ser
classificadas como discriminantes e/ou discretas. Partindo da premissa de que verdadeiros
complexos cripticos de espécies sado formados e que essas populacdes de anuros podem
perfeitamente apresentar distribuicbes simpéatricas ou até mesmo coexistirem
sintépicamente que o protocolo de exploracdo de dados proposto por Seifert et al., (2013)
foi de pronto executado neste trabalho. Dessa forma foi possivel evitar a criacdo de grupos
enviesados (viés do pesquisador) e com isso obter hipoteses nao-arbitrarias para a
formacdo dos grupos de espécimes, habilitando com isso, o presente trabalho a futuras

comparacdes com outras linhas de evidéncias.

Hipétese de formagédo de morfoespécies com base em dados acusticos.

Para as analises foram assumidas duas abordagens especificas e distintas que
levaram em consideracao objetos distintos como os cantos dos individuos (abordagem 01)
e o0s proprios individuos (abordagem 02). Para a abordagem com o objeto de estudo focado
nos individuos foram seguidas as seguintes etapas:

1- Criacao de matriz de medidas acusticas dos machos vocalizantes (Matriz A01), com n
linhas (espécimes) e p colunas (p colunas para variaveis de mensuragdo e uma coluna
com codigos de identificacdo para cada individuo gravado). Cada unidade amostral local
gue foi gerada é compostas por no minimo dois espécimes gravado que foram inseridos
nas andlises. Aqui ndo foi possivel padronizar o nimero de espécimes gravados em um
mesmo ponto de amostragem dentro da escala local assim como néo foi possivel dividir a

amostra em subamostras levando em consideracao os diferentes periodos de coleta que
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existiram. Dessa forma nenhuma UTO foi proposta baseando-se na presenca exclusiva de
um anico individuo e/ou singletons. E as estruturas do canto que difiram dentro de uma

mesma UTO serédo considerado como outliers em poténcial.

2- Determinacgdo dos parametros acusticos de entrada para a Analise de Componentes
Principais - ACP/PCA mais Analise Discriminante Linear - LDA. Para isso foi feito uma
Correlagcéo de Pearson par-a-par com a matriz de dados bruto dos cantos mensurados.
Esse procedimento englobou um total de 16 parametros acusticos que se encontravam
associados ao total de 2589 canto de anuncios mensurados das espécies. Essa etapa foi
destinada a garantir a correlacdo entre os dados, eliminando, com isso a presenca de
dados redundantes a posteriori nas analises de agrupamento. Para esse procedimento foi
adotado a correlacao Linear r de Pearson sendo o limiar de corte da matriz os valores em
modulo que se apresentaram iguais e/ou superiores a 0.8 (80%). Foi entendido que esses
valores apresentam similaridade indesejada que acabam atuando como fator de confusao
nas analises e por esse motivo 0os parametros identificados como redundantes foram

descartados.

3- A analise de componentes principais - ACP/PCA. Teve como objetivo investigar o nivel
das variagBes acusticas entre as unidades taxonémicas operacionais - UTOs e para isso
foi calculado a matriz de correlagcdo com os parametros acusticos selecionados no passo
2. Desta matriz, foram obtidos os autovalores e autovetores que de forma combinada as
varidveis originais sdo capazes de produzir combinacdes lineares responsaveis por
estruturar os componentes principais (PCs). Com isso 0s escores dos componentes
principais produzidos a partir do PCA foram utilizados nas analises discriminantes e
analises de agrupamento (passo 4) além de serem projetadas no espaco reduzido dos
componentes principais de maiores contribuicbes (Cavalcanti & Lopes, 1993).

4- A analise discriminante linear - LDA. Aqui foram utilizados os escores dos componentes
principais (passo 3) capazes de trazer para a analise a influéncia e a contribuicdo de cada
parametro acustico mensurado aumentando com isso a resolu¢cdo do método. A analise
foge do modelo de célculo da distancia euclidiana empregada pelo método de agrupamento
do PCA pois este, baseia-se na soma dos argumentos sob a raiz quadrada, responsavel
com isso, por gerar angulos retos entre os grupos. Dessa forma a algebra de matrizes

associada a andlise discriminante linear - LDA, seria capaz de levar em consideragéo essa
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limitacdo, contornando matematicamente a falta de precisdo do método de agrupamento
do passo 3 pois esta ndo leva em consideragéo a correlagdo e covariancia entre os dados
e 0s grupos. Nesse sentido a LDA aqui aplicada se torna muito mais explicativa as
correlagbes existentes entre as caracteristicas biolégicas que se pretende estudar.
Posteriormente os eixos de ordenacéo produzidos a partir do LDA foram submetidos aos
mesmos meétodos de agrupamento aglomerativo do passo 5 a titulo de comparacao por
inspecdo visual entre as superestruturacées e subestruturacdes criadas entre os dois

métodos.

5- Formacdo de hipdéteses de morfoespécies por analise ndo supervisionada
(exploratérias). Foi utilizado a clusterizacdo como método aglomerativo de agrupamento a
partir da matriz de escores gerada no passo 3 e confirmada no passo 4 apos inspec¢ao
visual dos grupos formados com base nos dois métodos de andlise. Para a rotina de
classificacao foram utilizado dois métodos hierarquicos na busca por estruturagéo entre as
espécies e para visualiza-los através de dendrogramas hierarquicos de arvores. Para tal
foi aplicado indexadores euclidianos ao algoritmo UPGMA e como segundo método
aglomerativo voltado para estimar com maior exatiddo o numero de agrupamentos foi
utilizado o método Ward sensu Seifert et al. (2013), ambos com o nimero de boot igual a
1000 repeticoes.

Para a abordagem com o objeto de estudo focado nos cantos foram seguidas as
seguintes etapas para a obtengéo de entidades morfoldgicas hipotéticas:

6- Criacdo de matriz de medidas acusticas dos cantos dos machos vocalizantes (Matriz
A02), com n linhas (cantos) e p colunas (p colunas para variaveis de mensuracao e uma
coluna com codigos para 17 unidades taxondmicas operacionais - UTOs). Cada unidade
amostral local que foi gerada é compostas por no minimo dois cantos que foram inseridos
nas analises das UTOs. Nao foi possivel padronizar o nUmero de cantos gravados em um
mesmo ponto de amostragem dentro da escala local assim como néo foi possivel dividir a
amostra em subamostras levando em consideracdo os diferentes periodos de coleta.
Dessa forma nenhuma UTOs foi proposta baseando-se na presencga exclusiva de um unico
canto e/ou singletons. Por esse motivo caso seja identificado estruturas do canto que

difiram dentro de uma mesma UTO este sera considerado como um outlier em poténcial.
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7- Determinacdo de uma posi¢éo para o centroide de cada UTO. A Matriz A02 (Passo 6)
sera utilizada em um primeiro momento para rodar a analise discriminante linear - LDA em
uma perspectiva exploratéria dos dados onde se objetiva extrair os valores dos escores
dos centréides que foram gerados aleatoriamente dentro do espaco Euclidiano da nuvem
de pontos por esse método para cada UTO. O uso dos escores do centrdide gerados a
partir da LDA é justificado pois esse método atua reduzindo os erros inerentes aos calculos
dos nos aglomerativos e do agrupamento uma vez que os algoritmos do K-média a ser
aplicado atuam célculando as médias das distancias de cada ponto em relagdo a cada
centroide, gerando a partir dessas médias euclidianas novos centréides ainda mais
confiaveis para a nuvem de pontos (Seifert. et al., 2013). A analise discriminante linear -
LDA é capaz de ordenar grupos a priori (UTOs) de modo a maximizar as variagdes entre
0S grupos em ralagéo as variagcdes dentro dos grupo (intragrupo), produzindo, a partir
dessa caracteristica, grupos mais homogéneos e distintos entre si através da separagao
méaxima entre os grupos (Malhotra & Thorpe 1997). Por esses motivos 0s autovalores e
autovetores associados serao obtidos a partir da matriz de variancia e covariancia. A partir
do LDA sera gerada uma matriz de centroides (variaveis candnicas meédias) (Matriz B02),
contendo 2589 linhas (cantos = UTOs) e 5 colunas (eixo sintéticos ou raizes candnicas),
mas apenas raizes candnicas significativas serdo retidas para as proxima etapa mediante
analise em conjunto dos autovalores, valores de lambda de Wilks' e valor p ajustado
(bonferroni 0.05/50 gerando alfa e/ou valor de p < 0.001). As andlises serao realizadas no
software Statistica.

8- Formacdo de hipdéteses de morfoespécies por analise ndo supervisionada
(exploratérias). Para testar uma possivel “superestruturacdo” pelo método Ward sensu
Seifert et al. (2013) além de obter o nUmero de grupos potenciais da clusterizagédo de forma
automatizada e livre das decisdes do pesquisador a priori, foi realizado o método analitico
de K-médias generalizada no proprio programa Statistica por onde foram obtido os valores
de agrupamento na Matriz BO2 (Passo 7) de forma automatizada que também foram
usados na retestagem dentro do programa PAST ver. 4.10 ao assumir o numero de grupos
gerados pelo K-médias generalizada do Statistica, o que possibilitou a visualizacdo da
estruturacdo dos grupos atravées de dendrogramas hierarquicos de arvores (Hartigan 1975,
Hartigan & Wong 1979). No caso de estimacéo distinta do numero de agrupamentos, e

com congruéncia composicional completa entre grupos estimados, sera escolhida a
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estruturacdo com o maior nimero de grupos criados para representar a hipotese da

morfoespécie.

9- Hipotese final de morfoespécie. Os objetivos desta etapa sao: (i) testar se morfoespécies
obtidas através das etapas 6-8 sdo acusticamente distintas (HO, nenhuma diferenca entre
cluster/centréides populacionais), (ii) testar se s&o diagnosticaveis (diferencas nos
parametros temporais e espectrais do canto) e (iii) verificar a robustez do modelo de
classificagdo para observacgoes individuais e para dados gerais. A Matriz AO2 (Passo 6)
sera utilizada como matriz de entrada para todas as analises. Sera testada a nulidade da
hipotese que refere-se a auséncia de diferencas entre os centréides populacionais atravées
da MANOVA. ComparacOes a posteriori entre todos os pares de grupos seréo corrigidas
pelo método de Bonferroni sequencial. As analises supra serdo realizadas no software
Statistica ver. 13 (TIBCO 2017) e Past ver. 4.10 (Hammer et al., 2001). Para a classificacédo
de cada espécime da Matriz AO2 dentro de cada hipétese de morfoespécie (grupos), sera
utilizado a distancia linear euclidiana fornecida pela prépria analise linear discriminante -

LDA que considera variancia igual entre os grupos.

2.3 Bioacustica de anfibios anuros

Parametros e pressupostos acusticos.

Foram reunidos dados primarios oriundos de empréstimos das espécies A. thomei;
A. hylaedactyla; A. martinezi e A. saci além de gravagdes in loco das vocaliza¢des (cantos,
chamados) feitas por mim dos individuos que foram atribuidos as populacdes de A. sp. em
estudo, para a localidade do Salvador. Buscando mensurar 0s sinais acustico com maior
preciséo foi possivel ter acesso aos cantos de anuncio das espécies que foram utilizados
nos proprios artigos de descricdo das espécies, sendo, dessa forma, incluindo em nossas
analises dados acusticos de individuos hol6tipos, paratipos, topotipos e inclusive de outras
localidades disponiveis. Vale ressaltar que esta amostragem néo levou em consideracéo
os dados acusticos oriundos de linhagens ou de espécies ndo validadas, sendo utilizado
nas analises apenas dados acusticos relacionados as espécies nominalmente descritas e

publicadas.
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Os parametros temporais e estruturais dos cantos de anuncio foram mensurados e
contabilizados a partir das marcagdes nos oscilograma (amplitude do som em funcéo do
tempo), enquanto que os parametros espectrais foram interpretados a partir das marcagcoes
nos espectograma (frequéncia em funcédo do tempo) e audioespectograma de poténcia
(frequéncias do som e seus respectivos picos de frequéncias). Os graficos essenciais as
analises bioacusticas foram gerados através da Transformada Répida de Fourie - FFT no
programa Raven Pro 1.5.0 e estes foram avaliados através de inspecao visual e serviram
para a construcado de tabelas mensurativas das estrutura do canto que levaram em
consideracdo a quantidade de harmonicos, distribuicdo de energia entre as faixas de
frequéncia, modulagdo de frequéncia no inicio e fim do canto, amplitude do canto assim
como a estruturagao do canto seja ela pulsionada ou harmoénica. Todas as mensuragoes
foram realizadas no programa Raven Pro, versao 1.5.0 (Bioacoustics Research Program,
2017). Dessa forma a geracdo dos audioespectogramas dentro do programa, tiveram que
ser padronizadas e as configuracbes adotadas nas rotinas de andlise foram: FFT 256,
sobreposicao de janelas 80%, janela Hanning, filtro de 3dB de 124 Hz e tamanho da janela
de 128. A padronizagdo e a construcdo do protocolo de rotina nas analise foram criados
para assegurar a qualidade das medi¢des feitas sobre as imagens com a melhor resolucao
espectral possivel. Para a producéo final dos audioespectograma, espectro de poténcia e
oscilograma foram utilizado o pacote Seewave, versao 1.6.4 para plataforma R, versao
2.15.1 (R Core Team 2017).

Primeiramente os canto foram examinado conforme a sua sintaxe. E trechos de
chamados e/ou até mesmo chamados inteiros que ndo estivessem de acordo com a
classificacdo da funcdo bioldgica requerida para nossas andlises foram eliminados das
analises. Todas os chamados disponibilizados passaram por esse processo e 0s cantos de
anuncio foram, com isso, classificados antes de iniciar as analises dentro do programa de
pesquisa em bioacustica. Uma vez dentro do Raven, foi possivel gerar duas tabelas de
referéncia onde cada uma delas foi destinada a conter distintos valores de mensuracdes
sendo a “TabA” destinada a apresentar os valores de mensuragbes no campo dos
parametros temporais do sinal acustico e a “TabB” destinada a apresentar os valores de
mensuracdes no campo dos parametros espectrais do sinal acustico que no final do
processo de mensuragdo do audio WAV foram exportadas e fundidas no programa Excel.

Dessa forma cada audio analizado que foi incorporado nas analises apresentam-se
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associados diretamente a duas tabelas de medi¢des .txt que foram geradas a partir da
rotina de mensuracgdes estabelecida por mim dentro do proprio Raven (TabA e TabB).

Entdo todos os chamados disponiveis foram analizados. E quinze parametros
guantitativos relacionados ao sinal acustico foram mensurados e contabilizados, incluindo
as medidas tradicionais consideradas relevantes na codificacdo do canto de anuncio dos
anfibios anuros (Cocroft & Ryan 1995, Padial et al. 2008, Kdohler et al., 2017). Os
parametros analisados foram: frequéncia minima (Hz), frequéncia méaxima (Hz), tamanho
do canto (s) e (m), banda de frequéncia (Hz), frequéncia dominante (Hz), frequéncia 5%
(Hz), frequéncia 95% (Hz), nimero de harménicos (/canto), numero de pulso (/nota),
namero de notas (/canto), call rising time - CRT (ms) baseado no pico de amplitude do
canto (U), taxa de emisséo do canto (s) e (m), taxa de emissao do pulso (s) através do
método capaz de estimar os valores médios deste parametro no canto através da férmula
[(nGmero de pulso - 1)/intervalo de tempo (s) entre o inicio do primeiro pulso até o inicio do
altimo pulso], intervalo entre cantos (s), modulagdo do canto sensu (Marquez. 1995) que
propde a subtracédo da frequéncia final do canto (Hz) pela frequéncia inicial do canto (Hz)
calculado para titulo de comparacao com a bibliografia levantada para o género Adenomera
e modulagao do canto sensu (Emmrich. 2020) que propde a subtracdo da frequéncia final
do canto (Hz) pela frequéncia inicial do canto (Hz) dividida pelo tamanho do canto (ms) a
titulo de analise direta no banco de dados. Esses parametros foram utilizados para compor
as descricbes formais e sumarias dos canto de anuncio incluindo comparacdes da

populagdo de Adenomera sp. com ocorréncia em Salvador entre as espécies cogenéricas.

Assim como Carvalho (2017) foi possivel identificar nos cantos de anuncio
relacionados as populacbes de Adenomera martinezi, variagdes nos picos de energia
relacionados a alteracées da frequéncia dominante absoluta (FD) nos cantos dessa
espécie, essas alteragdes coincidem entre as faixa de frequéncia do 1° e 2° harmdnico
respectivamente (H1 e H2). Esse tipo de variagdo ocorreu entre audios e/ou individuos
distintos assim como dentro de um mesmo audio e/ou de um mesmo individuo como ja
havia sido relatado pelo proprio autor em 2017 e assim como 0 mesmo, convencionamos
o pico de frequéncia no harmbénico de maior moda para que, com isso, fosse possivel as
medicdes neste e nos demais parametros que por ventura fossem influenciados por essa
rotina. A partir dessa medida foi estabelecido os valores do primeiro harménico (H1) como
padrao de medicdo, compondo dessa forma as medigcbes de frequéncia dominante,
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frequéncia 5%, frequéncia 95% e calculos de modulacdo de frequéncia feitos para as
popula¢gdes de Adenomera martinezi da Serra do Cachimbo em nossas analises.

O canto de anuncio € composto por mdultiplas unidades que sao emitidas em
sequéncia e apresentam propriedades temporais, espectrais e estruturais que garantem a
especificidade do sinal dentro do sistema de comunicagdo dos anfibios anuros. Por
conseguinte, a primeira etapa para estabelecer homologia em estudos comparativos de
vocalizagBes como o que esta sendo feito € propor uma definicdo padrdo para as unidades
basicas do chamado baseada no conceito que engloba todos os tdxons comparados no
estudo. Esse reconhecimento da estrutura do chamado possibilitard a extracdo de dados
equivalentes dentro de vocalizacfes diferentes em diferentes espécies (Desutter-
Grandcolas & Robilliard 2001). Adicionalmente, Wenzel (1992) destacou a importancia da
inclusdo de varios niveis de unidades comportamentais (e.g. parametros de chamados,
notas e pulsos) em estudos comparativos. Por isso, neste estudo, foi utilizado os
parametros do canto de anuncio que refletem os trés niveis de unidades estruturais do
canto que sao: chamado, nota e o pulso. E no presente trabalho foi utilizado a hierarquia
de unidades bésicas de vocalizacdo para determinar o que se entende por chamados,
notas e pulsos. Em trabalhos recentes esses conceitos foram perfeitamente utilizaveis para
a construcéo e proposi¢cao de guildas acusticas bastante Uteis nos estudos em bioacustica
gue nao s6 podem envolver os sinais acusticos dos anfibios anuros como de outros grupos
(Emmrich et al., 2020). Dessa forma a definicdo adotada para o conceito de notas estara
de acordo com o conceito de McLister (1995), que sao estruturas produzidas pelo ciclo e
fluxo de ar que corresponde a uma contracdo dos musculos do pulmédo do animal. A nota
pode ser composta de uma ou mais subunidades curtas que sdo chamadas de pulsos. E o
namero de notas por chamado pode ser definido pela observacdo dos numeros de
contracdes durante a atividade vocal. Portanto, os chamados podem ser compostos de
uma ou mais notas emitidas regulamente em curtos intervalos de tempo, nos quais a
sequéncia de notas é temporalmente definida como uma unidade (chamado). O chamado
€ separado de outros chamados pelo intervalo de tempo que deve ser mais longo do que
a duracao do proprio chamado e pode ser agrupado em uma sequéncia regular formando
grupos de chamados. As definicbes de nota e pulso também podem seguir essa logica
comparativa baseada no tempo de siléncio entre as estruturas uma vez que a distancia

entre as notas sempre serdo maiores que as distancias entre os pulsos.
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Apés a identificacdo das unidades basicas que formam as vocaliza¢des, a proxima
etapa estabeleceu o critério de homologia para os sinais acusticos observados. Aqui, foram
definidos unidades de vocaliza¢cdes homologas entre amostras geograficas levando em
consideracao os critérios proposto por Mundinger (1979): (i) posi¢do e qualidade especial,
(ii) estadio ontogenético e (iii) motivacdo. O critério de Mundinger sado apropriados para
definir homologias em vocalizagcdes de anuros desde que somente machos adultos
vocalizam canto de anuncio (ii) para atrair fémeas (iii) e as unidades dos chamados podem
ser definidas objetivamente baseado na hierarquia e mecanismo de producdo do som. Para
identificar cantos de anuncio, foi seguido a classificacdo de canto de Toledo et al. (2015).
Os cantos de anuncio serdo categorizados dentro de canto simples (somente uma nota) e
canto composto (série de notas) de acordo com Littlejohn (2001). Os cantos compostos
ainda poderdo ser categorizados como monofasico (série de notas idénticas) e difasico
(série de duas ou mais tipos de notas). Seguindo esse critério, sera possivel assumir que
o canto de anuncio de diferentes amostras e/ou linhagens evolutivas em anuros sao

homologos e podem ser usados em estudos comparativos.

3 - RESULTADOS

3.1 A partir de dados acusticos indiretos (levantamentos e comparacoes).

Das 29 espécies de Adenomera que tiveram sua bibliografia pesquisada no ano de
2021 foram possiveis levantar 33 artigos, dentre eles, artigos de descricdo de cantos e
artigos que levavam em consideracao em suas bases de dados as variacdes e parametros
acusticos associados aos cantos de anuncio como parte ou principal linha de evidéncia nos
testes de hipoteses taxondmica e de pesquisa. Desta base de dados bibliografica apenas
a espécie Adenomera diptyx (Boettger, 1885) ndo apresentou referéncias acusticas ainda
publicadas, ndo sendo possivel encontrar o artigo de descricdo formal de seu canto de
anuncio. Conforme os dados bibliograficos é possivel notar que os cantos de anuncio do
género Adenomera apresenta ampla variacao altitudinal chegando até 1050 metros de
altitude. Os valores médios de altitude extraidos da literatura especializada chegam a
aproximadamente 400 metros de altitude, e apontam para uma maior tendéncia de
ocorréncia das vocaizacgOes para faixas altitudinais mais baixas que vao do nivel do mar

até 300 metros de altitude para o género (Figura 3).
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Figura 3 — Variacéo altitudinal extraida dos artigos levantados que levavam em consideracéo a bioacustica
do género Adenomera.

Para o clado Mata Atlantica foi possivel levantar os dados acusticos indiretos das
espécie Adenomera araucaria Kwet and Angulo, 2002 com 14 artigos levantados (11.5%),
Adenomera marmorata Steindachner, 1867 com 11 artigos levantados (9.0%), Adenomera
nana (Mdaller, 1922) com 10 artigos levantados (8.2%), Adenomera thomei (Almeida and
Angulo, 2006) com 08 artigos levantados (6.6%), Adenomera engelsi Kwet, Steiner, and
Zillikens, 2009 com 06 artigos levantados (4.9%), Adenomera ajurauna (Berneck, Costa,
and Garcia, 2008) com 4 artigos levantados (3.3%) e Adenomera bokermanni (Heyer, 1973)
com 1 artigo levantado (0.8%). Para além do clado mata atlantica foi possivel destacar o
Adenomera hylaedactyla (Cope, 1868) com 20 artigos levantados (16.5%), Adenomera
martinezi (Bokermann, 1956) com 01 artigo levantado (0.8%), Adenomera saci Carvalho
and Giaretta, 2013 com 02 artigos levantados (1.6%). Todas as regides e localidades
associadas aos dados acusticos foram plotadas no mapa através de dados GPS retirados
dos préprios trabalhos levantados para as espécies do género e podem ser conferidos na
Figura 4 que refere-se a distribuicdo geografica exclusivamente dos dados acusticos
mensurados pelos autores. E possivel notar que o género Adenomera apesar de sua ampla
distribuicdo no territorio Brasileiro e no continente Sul Americano se encontra

subamostrado para o aregido nordeste e para as regides de mata atlantica do litoral norte.

\Acosﬂcos DAS ESPECIES DO GENERO
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Figura 4 — Regibes e pontos identificados a partir de dados acusticos indiretos publicados.

Devido a falta de padronizagédo e consenso entre 0s autores referente a quais
parametros acusticos de fato sdo mais informativos para a bioacustica do género
Adenomera que so foi possivel efetuar comparagdes entre nove (09) parametros acusticos
através de dados acusticos indiretos e diretos. Com isso foi convencionado para construgédo
dos graficos que a primeira espécie demonstrada se trata das populagées de Adenomera
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sp. amostradas para Salvador e calculada através de dados diretos. J& as variacdes
apresentadas para as espécies A.hylaedactyla, A.martinezi, A.saci foram geradas a partir
de dados diretos calculados e dos dados indiretos disponibilizados nos artigos de descricéo
dos cantos de anuncio. As demais espécies foram projetadas usando apenas dados
indiretos retirados da literatura levantada. Esses parametros, levaram em consideragéo os
valores de média, desvio padrdo, maximas, minimas e foram convertidos para a escala de
maior consenso. Os parametros em comum a todas as espécies do género Adenomera
foram: i.Frequéncia minima (Hz); ii.Frequéncia maxima (Hz); iii.Frequéncia dominante
(Hz); iv.Modulagéo (Hz); v.Duracao do canto (s); vi.Call Rising Time (ms); vii.Intervalo
entre cantos (s); viii.Taxa de emissado de canto (cantos/s) e ix.Numero de pulso (nota) e
podem ser conferidos nas Figuras 5-13.

Adenomera sp. - -
Adenomera martinezi - l
Adenomera saci 4 I

Adenomera hylaedactyla 4

Adenomera thomei -
Adenomera nana - -
Adenomera andreae - .
Adenomera araucaria 4 -

T T T

3 4 5 6
Frequéncia minima (Hz)

n =

Figura 5 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.
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Adenomera thomei 4
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Figura 6 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.

Adenomera sp. A
Adenomera martinezi
Adenomera simonstuarti -
Adenomera inopinata =
Adenomera cotuba -
Adenomera bokermanni
Adenomera saci 5
Adenomera tapajonica 4
Adenomera glauciae A
Adenomera lutzi A
Adenomera coca 4
Adenomera gridipappi -
Adenomera phonotriccus 4
Adenomera kayapo -
Adenomera juikitam =
Adenomera engelsi A
Adenomera amicorum -
Adenomera hylaedactyla -
Adenomera aurantiac -
Adenomera guarayo -
Adenomera chicomendesi 1
Adenomera ajurauna -
Adenomera andreae A
Adenomera marmorata
Adenomera nana -
Adenomera araucaria
Adenomera kweti -

Adenomera thomei

Frequéncia dominante (Hz)

Figura 7 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.
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Adenomera sp. A
Adenomera bokermanni 4
Adenomera martinezi -
Adenomera nana -
Adenomera engelsi
Adenomera tapajonica 4
Adenomera simonstuarti -
Adenomera hylaedactyla 4
Adenomera aurantiac A
Adenomera saci -
Adenomera gridipappi 4
Adenomera phonotriccus 4
Adenomera heyeri -
Adenomera coca 4
Adenomera inopinata -
Adenomera Kayapo -
Adenomera andreae -
Adenomera guarayo
Adenomera amicorum -
Adenomera lutzi
Adenomera marmorata -
Adenomera kweti -
Adenomera araucaria
Adenomera ajurauna o
Adenomera thomei

Adenomera chicomendesi 1 [

T T

2 4
Modulacéo de frequéncia (Hz)

n
O -

Figura 8 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.

Adenomera sp.
Adenomera hylaedactyla -
Adenomera lutzi 4
Adenomera marmorata -
Adenomera bokermanni A
Adenomera kweti -
Adenomera andreae -
Adenomera nana
Adenomera martinezi -
Adenomera araucaria -
Adenomera coca -
Adenomera engelsi A
Adenomera saci 1
Adenomera ajurauna
Adenomera thomei 4
Adenomera juikitam -
Adenomera guarayo
Adenomera phonotriccus
Adenomera simonstuarti
Adenomera glauciae A -

0.015625 0.250000 4.000000
Duracéo (s)

Figura 9 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.



Adenomera sp. -
Adenomera hylaedactyla 4
Adenomera simonstuarti 4

Adenomera lutzi -
Adenomera araucaria
Adenomera martinezi 4

Adenomera coca -
Adenomera thomei
Adenomera ajurauna 4
Adenomera saci 4

Adenomera marmorata

0.00390625

0.06250000

Call rising time (ms)

1.00000000
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Figura 10 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.

Adenomera sp.
Adenomera nana
Adenomera cotuba 4
Adenomera saci 4
Adenomera hylaedactyla 4
Adenomera martinezi -
Adenomera andreae
Adenomera juikitam -
Adenomera heyeri 4

Adenomera thomei 5

0.0

25

Intervalo entre cantos (s)

5.0

7.5

Figura 11 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.
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Adenomera sp.
Adenomera amicorum -
Adenomera engelsi 4
Adenomera thomei 4
Adenomera lutzi 4
Adenomera cotuba A
Adenomera kayapo A
Adenomera nana o
Adenomera phonotriccus A
Adenomera kweti 4
Adenomera juikitam A
Adenomera araucaria 4
Adenomera tapajonica -
Adenomera marmorata -
Adenomera coca -
Adenomera hylaedactyla 4
Adenomera bokermanni
Adenomera andreae A
Adenomera saci 4
Adenomera martinezi 4
Adenomera simonstuarti

0 50 100 150 200 250
Taxa de emissao de canto (cps)

Figura 12 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.

Adenomera sp. - ]

Adenomera bokermanni -
Adenomera engelsi -
Adenomera marmorata
Adenomera nana -
Adenomera simonstuarti -
Adenomera gridipappi -
Adenomera tapajonica 4
Adenomera inopinata -
Adenomera aurantiac o
Adenomera andreae 4
Adenomera amicorum A
Adenomera hylaedactyla
Adenomera araucaria
Adenomera cotuba A
Adenomera coca -
Adenomera guarayo -
Adenomera kayapo
Adenomera thomei -
Adenomera martinezi
Adenomera juikitam
Adenomera phonotriccus 4
Adenomera chicomendesi 5

Numero de pulsos

Figura 13 — Dados acusticos diretos e indiretos para efeito de comparacao entre as espécies de Adenomera.

3.2 A partir de dados acusticos diretos (levantamentos e comparagoes).
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Quanto a entrada de dados acusticos diretos foi possivel ter acesso a trés (03)
cantos de anuncio das espécies nominais Adenomera hylaedactyla (Cope, 1868) gravado
a partir de populacbes mais ao norte do pais [(Canto0O1 n: 118 cantos aferidos; ID:
Unvouchered; Estado: Acre; Municipio: Cruzeiro do Sul; Lat. -7.614977000302 Long. -
72.701396); Canto02 n: 57 cantos aferidos; ID: Unvouchered; Estado: Acre; Municipio;
Cruzeiro do Sul; Lat. -7.614977000302 Long. -72.701396) e (Canto03 n: 161 cantos
aferidos; ID: Unvouchered; Estado: Amazonas; Municipio: Manaus; Lat. -3.0919640001238
Long. -59.971234)]; a trés (03) cantos de anuncio do Adenomera martinezi (Bokermann,
1956) gravado a partir de populagbes do centro oeste [(Canto01 n: 189 cantos aferidos;
ID: AAG-UFU 1517 (TOPOTIPO); Estado: Pard; Municipio: Novo Progresso; Lat. -
9.3666666670359 Long. -54.9); (Canto02 n: 218 cantos aferidos; ID: Unvouchered;
Estado: Para; Municipio: Novo Progresso; Lat. -9.3666666670359 Long. -54.9) e (Canto03
n: 136 cantos aferidos; ID: Unvouchered; Estado: Pard; Municipio: Novo Progresso; Lat. -
9.3666666670359 Long. -54.9)]; a trés (03) cantos de anuncio do Adenomera saci Carvalho
and Giaretta, 2013 gravado a partir de populacées mais a leste do centro oeste brasileiro
[(Canto01 n: 131 cantos aferidos; ID: Unvouchered; Estado: Tocantins; Municipio:
Mateiros; Lat. -10.547169 Long. -46.415291); (Canto02 n: 71 cantos aferidos; ID:
Unvouchered; Estado: Tocantins; Municipio: Mateiros; Lat. -10.547169 Long. -46.415291)
e (Canto03 n: 48 cantos aferidos; ID: Unvouchered; Estado: Tocantins; Municipio:
Mateiros; Lat. -10.547169 Long. -46.415291)]; a dois (02) cantos de anuncio do Adenomera
thomei (Almeida and Angulo) gravados a partir de populacdes do sudeste [(Canto01 n: 10
cantos aferidos; ID: MBML2516 (PARATIPO); Estado: Espirito Santo; Municipio: Linhares
Lat. -19.550000000725 Long. -39.766666666667) e (Canto02 n: 06 cantos aferidos; ID:
MBML2521 (HOLOTIPO); Estado: Espirito Santo; Municipio: Linhares Lat. -
19.550000000725 Long. -39.766666666667)] além de 1749 cantos oriundos de vinte e trés
(23) individuos de Adenomera sp. Ao todo foram analisados 34 arquivos sonoros WAV que
correspondem a mesmo valor em individuos; 2894 cantos de anuncio analisados e 06
individuos foram gravados e coletados a partir de populacdes do nordeste brasileiro
localizadas acima do Rio Paraguagu que sdo o objeto central das comparacao e analise
deste trabalho.

A partir desses dados foi possivel descrever sumariamente 0os cantos de anuncio

das cinco espécies foco para este trabalho. Dessa forma o canto de anuncio do Adenomera
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thomei gravado a partir de dados da localidade tipo do estado do Espirito Santo possui uma
nota pulsionada de 15.00-21.00 pulsos/canto (X=18.31+1.85; n=16); canto/nota formado
por 3.00-5.00 harmonicos/canto (X=4.25+1.00; n=16); frequéncia fundamental de
1.735,78-2.222,17 Hz (X= 1.853,66+114.81; n=16); frequéncia dominante de 5.167,97-
5.512,50 Hz (X=5.383,30+147.52; n=16); duracdo do canto de 0.12-0.21 s (X=0.16+0.03;
n=16); modulacdo de frequéncia positiva de 0.00-1.38 Hz/s (X= 0.42+0.57; n=16)
apresentando modulacdo de frequéncia na por¢ao inicial do canto de 5.167,96-5.512,50
Hz (X= 5.361,76+£138.88; n=16) e final do canto de 5.340,23-5.512,50 Hz (X=
5.426,36+88.96; n=16). O Call Rising Time (CRT) do canto € de 40.57-90.94 ms (X=
72.00+15.79; n=16), taxa de emissao de pulso de 99.67-135.00 pulsos (X= 118.53 * 8.49;
n=16), taxa de emissao de canto de 0.17-0.48 cantos/s (X= 0.32 + 0.10; n=16) e um
intervalo entre cantos de 1.92-5.78 s (X=3.38+1.28; n=16). Sua representacao grafica pode

ser conferida a partir dos sonogramas na Figura 14.
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Figura 14 — Sonogramas referente aos cantos de anuncio do A. thomei (hol6tipo e paratipo).

O canto de anuncio do Adenomera hyladactyla gravado na regido norte do pais a

partir das populagdes gravadas nos estados de Manaus e Acre possuem uma nota pulsada
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de 8.00-10.00 pulsos/canto (X=9.30+0.60; n=336), frequéncia fundamental de 1.461,70-
1.821,70 Hz (X= 1.657,75+£109.06; n=336); frequéncia dominante de 3.617,60-4.306,60 Hz
(X= 3.954,41+120.03; n=336); duracédo do canto de 0.05-0.08 s (X=0.06+0.01; n=336);
modulacdo de frequéncia de -2.69-6.26 Hz/s (X= 1.56%2.29; n=336) apresentando
modulacdo de frequéncia na porcdo final do canto de 3.750,00-4.306,64 Hz (X=
4.048,70+£187.03; n=336). O Call Rising Time (CRT) do canto é de 2.48-41.37 ms (X=
19.41+10.11; n=336), taxa de emissao de pulso de 60.78-160.88 pulsos/s (X=143.19%9.55;
n=336), taxa de emissdo de canto de 0.93-3.34 cantos/s (X= 2.36%£0.49; n=336) e um
intervalo entre cantos de 0.24-1.01 s (X= 0.39+0.14; n=336). Sua representacao grafica

pode ser conferida a partir dos sonogramas na Figura 15.
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Figura 15 — Sonogramas dos cantos de anuncio do A. hylaedactyla. Populagfes amazénicas.

O canto de anuncio do Adenomera martinezi a partir das populacdes gravadas do
norte do pais, regido da Serra do Cachimbo localizado no Estado do Para possui uma nota
pulsada de 15.00-21.00 pulsos/canto (X=17.92+1.03; n=543) formada por 4.00-6.00
harmdnicos (X=5.50+0.87; n=543). O canto do Adenomera martinezi possui frequéncia
fundamental de 1.283,80-1.562,40 Hz (X= 1.385,53+75.92; n=543); frequéncia dominante
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de 1.875,00-3.937,50 Hz (X= 2.333,91+806.60; n=543); duracdo do canto de 0.08-0.13 s
(X=0.11%0.01; n=543) e ndo apresenta modulacéo de frequéncia no canto. O Call Rising
Time (CRT) do canto € de 19.49-98.66 ms (X= 53.58+15.41; n=543), taxa de emisséo de
pulso de 14.62-198.04 pulsos/s (X= 169.53+11.45; n=543), taxa de emissédo de canto de
0.87-2.48 cantos/s (X= 2.08%£0.29; n=543) e um intervalo entre cantos de 0.28-1.04 s (X=
0.39+0.10; n=543). Sua representacao grafica pode ser conferida a partir dos sonogramas

na Figura 16.
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Figura 16 — Sonogramas dos cantos de anuncio do A. martinezi (topotipo). Populagbes da Serra do

Cachimbo.

O canto de anuncio do Adenomera saci a partir das popula¢gdes gravadas no norte
do pais, municipio de Mateiros, estado do Tocantins possui uma nota harmdnica formada
por 6.00 harmoénicos (n=250). O canto do Adenomera saci possui frequéncia fundamental
de 1.521,40-1.661,60 Hz (X= 1.622,00£23.28; n=250); frequéncia dominante de 1.875,00-
3.937,50 Hz (X= 3.607,88+573.20; n=250); duracéo do canto de 0.10-0.17 s (X=0.15+0.01;
n=250); modulagcdo de frequéncia de -13.81-13.48 Hz/s (X= 0.62+4.02; n=250)
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apresentando modulacdo de frequéncia na por¢ao inicial do canto de 1.875,00-3.937,50
Hz (X= 3.517,69+680.85; n=250) e final do canto de 1.875,00-3.937,50 Hz (X=
3.617,46+575.89; n=250). O Call Rising Time (CRT) do canto é de 49.44-124.60 ms (X=
95.96+10.47; n=250), taxa de emissédo de canto de 0.70-2.56 cantos/s (X= 1.66+0.25;
n=250) e um intervalo entre cantos de 0.29-1.27 s (X= 0.47+0.13; n=250). Sua

representagdo grafica pode ser conferida a partir dos sonogramas na Figura 17.
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Figura 17 — Sonogramas dos cantos de anuncio do A. saci. Populac¢des do centro oeste brasileiro.

O canto de anuncio do Adenomera sp. nov. (presente trabalho) a partir das
populagdes gravadas no municipio do Salvador, estado da Bahia possui uma nota pulsada
de 12.00-22.00 pulsos/canto (X=17.10£1.73; n=1749) formada por 3.00-7.00 harmdnicos
(X=4.51+£0.83; n=1749). O canto do Adenomera sp. possui frequéncia fundamental de
1.296,70-1.989,10 Hz (X= 1.692,43+£117.53; n=1749); frequéncia dominante de 3.617,60-
4.651,20 Hz (X= 4.086,19+170.97; n=1749); duracdo do canto de 0.09-0.20 s
(X=0.13£0.02; n=1749); modulacdo de frequéncia de -1.99-6.89 Hz/s (X= 0.99+1.27,
n=1749) apresentando modulacdo de frequéncia na por¢éo inicial do canto de 3.617,57-
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4.651,20 Hz (X= 4.081,38+168.73; n=1749) e final do canto de 3.789,80-4.651,20 Hz (X=
4.211,83+175.38; n=1749). O Call Rising Time (CRT) do canto é de 0.05-924.39 ms (X=
26.63£28.81; n=1749), taxa de emissdo de pulso de 1.78-187.49 pulsos/s (X=
131.84+£14.11; n=1749), taxa de emissao de canto de 0.03-1.79 cantos/s (X= 0.77%0.25;
n=1749) e um intervalo entre cantos de 0.44-11.24 s (X= 1.33+0.68; n=1749). Sua

representacdo grafica pode ser conferida a partir dos sonogramas na Figura 18.
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Figura 18 — Sonogramas dos cantos de anuncio do A. sp. Populagbes de Salvador/Ba.

3.3 A partir de dados acusticos diretos (testes estatisticos).

3.3.1 - Abordagem focada nos individuos (abordagem 02)

Os dados analisados nessa etapa partem inicialmente da matriz de dados brutos por
onde foram levantados para cada canto mensurado um total de 16 parametros acusticos
(temporais e espectrais). Para efeito de retirada de parametros espurios e/ou redundantes
garantindo a correlagdo dos dados adotou-se o retirada de parametros com valores de

corte acima de 0.8 na correlacdo Pearson (Figura 19).
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Figura 19 — Valores de corte referentes a sele¢do de parametros de entrada apds correlagéo par-a- par de

Pearson.

Apés construcdo de uma nova matriz de dados, agora levando em consideracao 10
paramatros acusticos que foram i.Frequéncia minima (Hz); ii.Frequéncia maxima (Hz);
iii.Duragdo do canto (s); iv.Frequéncia dominante (Hz); v.Frequéncia 5% (Hz); vi.NUumero
de pulsos (nota); vii.Call Risig Time (ms); viii.Taxa de emissao de canto (s); ix.Intervalo
entre cantos (s) e x.Modulacao foi possivel rodar a andlise exploratéria de dados focada
nos dados dos individuos e/ou espécime gravados. Dessa forma como resultado da analise
de componentes principais - ACP/PCA foi possivel obter o componente 1 (PC1) como
sendo o de maior poder explicativo para os nossos dados com 4.49992 de eigenvalue e
44.999% de variancia. E os componente 2 (PC2) e o componente 3 (PC3) apresentaram
respectivamente 1.93188 (19.319%) e 1.40312 (14.031) de eigenvalue e variancia. Os
gréficos 3d scatter plot, projecdes dos componentes e loadings, assim como o broken stick
podem ser conferidos nas figuras 20-25. Como padroniza¢do na construcdo dos gréaficos
associamos as cores verde para os dados acusticos referentes as espécie de Adenomera
thomei, a cor roxa e/ou lilas para os dados acusticos referentes as espécie de Adenomera
sp. nov., a cor amarelo para os dados acusticos referentes as espécie de Adenomera
saci, a cor preto para os dados acusticos referentes as espécie de Adenomera martinezi e
a cor azul para os dados acusticos referentes as espécie de Adenomera hylaedactyla.
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Figura 21 — Projecéo do broken stick do PCA projetados dentro do programa Past ver.4.10.
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Figura 22 — Matriz de loadings do PC1 projetado dentro do programa Past ver.4.10
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Figura 23 — Matriz de loadings do PC2 projetado dentro do programa Past ver.4.10.
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Como resultado da Andlise Discriminante Linear - LDA gerada a partir dos escores
obtidos no PCA foi possivel obter o eixos 1 como sendo o de maior poder explicativo para
0s nossos dados com 489.92 de eigenvalue e 59.87% de variancia. Os eixos 2, 3 e 4
apresentaram respectivamente 259.05 (31.66%); 49.948 (6.104%) e 15.848 (1.937%) de
eigenvalue e variancia. A matriz de confusdo gerada a partir da analise discriminante
obteve 100% de classificacdo e 65.63% com jackknifed. As proje¢cdes dos eixos podem
ser conferidos nas figuras 26-28.
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Figura 26 — Projec&o dos escores no Eixo 1 e Eixo 2 dentro do programa Past ver.4.10.
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Figura 27 — Projec&o dos escores no Eixo 1 e Eixo 3 dentro do programa Past ver.4.10.
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Figura 28 — Projec&o dos escores no Eixo 1 e Eixo 4 dentro do programa Past ver.4.10.

Como Ultima etapa prevista para a abordagem 02 focada nos espécimes
mensurados foi possivel, na analise de agrupamento, clusterizar os dados utilizando os
escores obtidos na etapa inicial de analise de agrupamento ACP/PCA. Os dendrogramas
foram gerados através dos algoritmos UPGMA com index euclidiano que obteve coeficiente
de correlacao 0.9242 (Figura 29) e pelo método de Ward que apresentou coeficiente de

correlacao de 0.851(Figura 30).
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Figura 29 — Cluster produzido a partir do algoritmo UPGMA dentro do programa Past ver.4.10.
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Figura 30 — Cluster produzido a partir do método WARD dentro do programa Past ver.4.10.

3.3.2 - Abordagem focada nos cantos dos individuos (abordagem 01)

A analise discriminante multipla proposta para a etapa das analises dos dados
diretos seguiu o protocolo modificado de Seifert et al., (2013) e a distancia euclidiana entre
0s objetos da analise (cantos) foram calculadas de forma aleatéria inicialmente. A matriz
de centrdides produzida na andlise das variaveis candnicas - CVA foi corrigida na analise
de cluster generalizada K-médias. E através desse método foi possivel gerar os
agrupamento de dados que o modelo generalizado do programa Statistica apontou como
sendo um total de seis (06) clusters. Apds as andlise de agrupamento foi possivel extrair
cinco eixos e/ou raizes significativas a partir de uma segunda andlise discriminante que foi
feita onde foram identificados cinco (05) eixos candnicos com poder de explicacéo para 0s
nossos dados. Todos 0s eixos apresentaram alfa < 0.05 e foram submetidos ao método de
correcdo de bonferroni (5 eixos / 50 comparacoes = alfa < 0.001). Dos cinco eixos
canonicos identificados o primeiro eixo apresentou o eigenvalue de 35.053. J4 0s eixos 2,
3, 4 e 5 apresentaram o eigenvalue de 25.919; 17.199; 0.180 e 0.063 respectivamente.
Como padronizacdo na construgdo dos graficos associamos as cores azul e preto para a
espécie Adenomera sp. nov, vermelho para as espécies de Adenomera martinezi, verde

para as espécies de Adenomera saci, rosa para as espécies de Adenomera thomei e cinza
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para as espécies de Adenomera hylaedactyla. A classificacdo dos objetos dentro dos
grupos e a projecao dos escores candnicos podem ser conferidos nas figuras 31-35. E por
fim, para efeito de explicacdo da correlacdo entre os parametros acusticos e seus
respectivos eixos canonicos, foi feita uma ultima andlise discriminante multipla similar a
MANOVA adotando o limiar de correlagdo de 0.5 e/ou 50%. Os valores de correlacao
podem ser conferidos na tabelas 1.

VARIAVEIS ROOT_1 | ROOT 2 | ROOT 3 | ROOT 4 | ROOT 5

Numero de pulsos | 0.562440 | -0.685935 | 0.396457 | 0.040156 | -0.108019

Taxa de emissdo de canto | 0.456857 | 0.798382 | -0.187402 | 0.125052 | -0.254119
Modulagdo | -0.106057 | -0.114613 | -0.217275 | 0.429299 | -0.075650

CRT (ms) | -0.258062 | 0.610662 | 0.402349 | -0.520684 | -0.267881

Intervalo entre cantos (s) | -0.296242 | -0.677659 | 0.050742 | -0.202406 | 0.221813
Frequéncia maxima (Hz) | -0.444458 | -0.361247 | 0.751571 | 0.073339 | -0.027850
Frequéncia 5% (Hz) | -0.447458 | -0.789888 | -0.062778 | -0.030600 | 0.044923
Frequéncia minima (Hz) | -0.461281 | -0.463252 | -0.442903 | -0.178828 | 0.024767
Freguéncia dominante (Hz) | -0.580486 | -0.584647 | -0.574981 | -0.033295 | -0.119940
Duracao do canto (s) | -0.610699 | -0.316437 | 0.593705 | 0.073990 | -0.109235

Tabela 1 — Escores dos parametros e eixos canfnicos pos-andalise de agrupamento.
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Figura 31 — Projecéo dos escores das variaveis candnicas gerado no Statistica.
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Figura 34 — Projecéo dos escores das variaveis candnicas gerado no Statistica.
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Figura 35 — Entidades morfoldgicas hipotéticas. Analise de agrupamento gerado no Statistica.

Para o teste de hipétese e das entidades morfolégicas hipotéticas geradas foram
feitas comparacdo entre os grupos com a andlises de dissimilaridade efetuada por meio

dos calculos da distancia de Mahalanobis e para a analise de variancia entre os grupos
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foram calculados os valor-F do teste de Fisher além dos calculos dos niveis de significancia
do autovalor-P. Os valores podem ser conferidos nas tabelas 2-4.

DISTANCIA DE MAHALANOBIS

SSA- | Am-PA- | As-TO- | AtES-Li | SSA Ah-
UTO’s 1052 Ca Ma ACAM
SSA-1052 | 0.0000 | 252.3492 | 327.2649 | 63.0222 | 44.9485 | 363.8473
Am-PA-Ca | 252.3492 |  0.0000 | 576.3713 | 436.0241 | 176.8767 | 219.8993
As-TO-Ma | 327.2649 | 576.3713 |  0.0000 | 437.1445 | 418.7993 | 534.7251
At-ES-Li| 63.0222 | 436.0241 | 437.1445 | 0.0000 | 77.1099 | 427.0061
SSA | 44.9485 | 176.8767 | 418.7993 | 77.1099 | 0.0000 | 189.2109
Ah-ACAM | 363.8473 | 219.8993 | 534.7251 | 427.0061 | 189.2109 |  0.0000

Tabela 2 — Distancia de Mahalanobis baseado na distancia dos centréides.

TESTE-F DE FISCHER

SSA- | Am-PA- | As-TO- | AtES-Li | SSA Ah-
UTO’s 1052 Ca Ma ACAM
SSA-1052 1924.088 | 2072.723 | 83.0188 | 372.679 | 2565.878
Am-PA-Ca | 1924.088 9528.684 | 658.9164 | 7622.136 | 4952.803
As-TO-Ma | 2072.723 | 9528.684 634.9528 | 8385.327 | 7516.771
At-ES-Li| 83.019| 658.916 | 634.953 118.415 | 635.068
SSA | 372.679 | 7622.136 | 8385.327 | 118.4146 5588.822
Ah-ACAM | 2565.878 | 4952.803 | 7516.771 | 635.0679 | 5588.822

Tabela 3 — Teste F de Fischer. Comparagédo da variancia entre amostras (df=9,2575).

NIVEL DE SIGNIFICANCIA

SSA- | Am-PA- | As-TO- | AtES-Li | SSA Ah-
UTO’s 1052 Ca Ma ACAM
SSA-1052 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
Am-PA-Ca| 0.00000 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
As-TO-Ma | 0.00000 | 0.00000 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
At-ES-Li | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00000 | 0.00000
SSA | 0.00000 | 0.00000| 0.00000 | 0.00000 0.00000
Ah-ACAM | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000

Tabela 4 — Nivel de significancia e autovalor-P. Valores ajustados Bonferroni (alfa < 0.001).
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4 - DISCUSSAO

As comparac¢des bioacusticas que envolveram em primeiro plano o sinal acustico do
Adenomera sp. feitas no presente trabalho foram concebidas dentro de um arcabouco
tedrico de dados filogeograficos levantados para as espécies que atualmente habitam
areas abertas (grupo Adenomera hylaedactyla e Adenomera martinezi) e areas florestadas
(grupo Adenomera thomei e Adenomera marmorata). Dentro desse escopo foi
desenvolvida e testada a nossa hipétese taxonémica a cerca dos padrées acusticos do
canto de anuncio encontrados em Adenomera sp. além de copiar as varia¢des acusticas
entre grupos e até mesmo, e o limiar das variacdes temporais e espectrais referente ao
canto de anuncio entre 0s grupos mais proximos. Para isso foi possivel recorrer a duas
abordagens nas analises estatisticas dos dados que levaram em consideracdo, como
objeto principal, o individuo (abordagem 02) e os cantos de cada individuo (abordagem
01). Por esses caminhos foi possivel expor as proximidades acusticas entre 0os grupos
irmaos que compartilham historias de disperséo e vicariancia a mais de 20 Ma de anos.

Atualmente é sabido que as espécies de Adenomera thomei (Localidade tipo em
Linhares - ES) encontram-se distribuidas por areas de floresta atlantica que vao desde o
litoral a sudeste do Espirito Santo, centro oeste de Minas Gerais, chegando aos
remanescentes de mata atlantica alocados no recéncavo sul da Bahia com localizagao para
a Serra da Jiboia. O Adenomera saci (Localidade tipo do Alto Paraiso - GO) pode ser
encontrado associado a afloramentos rochosos e restingas de palmeiras tipicos dos
ambientes de cerrado do centro-oeste Brasileiro (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
Goiés) se estendendo mais ao norte nos estados do Tocantins e sul do Maranh&o. J& o
Adenomera martinezi € conhecido apenas através de sua localidade-tipo localizada a
sudoeste do estado do Para na Serra do Cachimbo. E por fim o Adenomera hylaedactyla
que possui ampla distribuicdo pelas florestas da América do Sul. Essa ultima espécie
encontra-se distribuida através do sudeste da Colombia e Venezuela, a leste pelas
Guianas, ao sul entrando em dire¢do ao norte, leste e centro do Brasil, além de se distribuir
pelo sul através das florestas Equatoriana e Peruana até a Bolivia mas, assim como o A.
martinezi, a sua localidade-tipo é altamente imprecisa e abrange amplas areas
compreendidas por afluentes de rios da floresta Amazoénica do Peru e do Equador (Frost
2022).
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Esses dados de distribuicdo geografica das espécies, fora de um contexto evolutivo
e biogeografico, pouco e/ou quase nada nos dizem, e por iSsO 0S registros exatos das
localidades-tipo nas cole¢fes zooldgicas se tornam um dado essencial para os estudos e
revisbes taxonbmicas. Sendo assim as distribuicbes geograficas supra podem ser
compreendidas como sendo o resultado de lentos processos que aconteceram durante 0s
ultimos 200 milhdes de anos. E esses acontecimentos foram compreendidos pela
comunidade cientifica através de meios indiretos de pesquisa que levavam em
consideracao a construcao de cenarios histéricos baseados em dados do registro fossilifero
dos grupos mais modernos de anuros, do entendimento das configuragbes continentais
advindas da interpretacdo de graficos paleogeograficos (Barron et al,. 1981) e da
compreensdo sobre a distribuicdes das zonas paleocliméticas que se estabeleceram
outrora no globo. E especificamente, no caso dos Leptodactylidae, esses eventos
macroevolutivos remetem a aproximadamente 36 milhdes de anos o que joga o0 surgimento
da familia para muito antes do soerguimento do istmo do Panama que passou a conectar

através de rotas terrestres a América Central com a América do Sul.

Na América do Sul muitos géneros de Leptodactylidae se dispersaram através das
terras baixas do escudo brasileiro antes mesmo do Eoceno (54 Ma) e nessas areas alguns
eventos de especiagéo ocorreram especialmente entre o Paleoceno (65 Ma) e o Mioceno
(23 Ma) (Duellman & Trueb, 1994). Fazendo um paralelo direto com os resultados das
analises biogeogréficas multi-loci demonstrada por Fouquet et al. (2014) € possivel
sugestionar que as especiacdes que permearam a historia evolutiva do Clado Thomei em
guestdo aparentam estar associadas aos surgimento dos reflgios do Pleistoceno
propostos por Carnaval et al., (2008). E dentro desse contexto € possivel reconhecer o
sucesso evolutivo dos Lepdotactylids primitivos como sendo um dos principais grupos que
obtiveram a maior irradiacfes ao longo da América do Sul sendo estes, especialmente
diversos nas terras baixas tropicais a leste dos Andes, exatamente nas regides por onde
as espécies de Adenomera apresentam distribuicdo nos dias atuais. Segundo o autor a
Floresta Amazobnica se demonstra como sendo o centro de origem para este género,
sugestionando a partir de inferéncias filogeogréaficas trés possiveis rotas de disperséo
através da diagonal seca brasileira que possam responder pelos padrdes de diversificagdo

das espécies conhecidas atualmente (Fouquet et al. 2014).
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Baseando-se na histéria evolutiva do género Adenomera que pode ser contada
através da dinamica biogeogréfica e dos processos ambientais envolvendo o continente
sul americano e 0s processos de especiacado dos clados Martinezi, Hylaedactyla, Saci,
Thomei que o presente trabalho se justifica dentro de um contexto histérico-evolutivo,
testando os limites conhecidos para essas espécies através da bioacustica. Somado a isso
€ possivel notar que os individuos que ocorrem nos remanescentes de floresta atlantica
gue foram amostrados dentro do perimetro urbano de Salvador demonstraram possuir
padrdes morfologicos e acusticos bastante similares aos encontrados entre as espécies
nominais desses grupos. Mediante a tamanhas semelhancas fenéticas, a existéncia de
uma biodiversidade criptica ainda desconhecida para o género assim como o0
desconhecimento dos reais limites de distribuicAo do Adenomera thomei na Bahia e a
conectividade histérica entre as duas grandes florestas brasileiras que a relacdo entre os
sinais acusticos do Adenomera sp. foi testado entre grupos irmaos proximos e nao dentro
do clado Mata Atlantica haja vista que procuramos por padrdes evolutivos gerais e nao
especificos associados ao canto de andncio.

Essas espécies apresentam histérias evolutivas Unicas que foram deflagradas
dentro de um contexto global singular que remontam a eventos pretéritos das eras
geoldgicas como o Mioceno, Pleistoceno e Plioceno. Momentos Unicos em que as
alteracbes climaticas globais se tornaram as principais responsaveis pela dinamica de
expansao e retragdo da cobertura florestal nos continentes das floresta amazobnica e
floresta atlantica. A relagao e a conexéo entre esses dois biomas pode ser entendida dentro
do contexto de interglaciacbes e glaciacbes respectivamente, gerando a partir desses
fendmenos condi¢cdes para a atuacdo dos mecanismos de selecdo natural sobre as
espécies de anfibios anuros, que resultou na ocupacdo e/ou permanéncia das areas
abertas e fechadas geradas através desses processos e constatadas nos dias atuais
(Duellman & Trueb, 1994). Talvez esse seja 0 ponto de conexao entre 0S processos
macroevolutivos e a falta de correlacdo entre caracteristicas fenéticas e ambientais que
foram apontadas por Carvalho (2017) em sua tese de doutorado. Talvez essa seja a linha
de raciocinio capaz de explicar o aparecimento e a perda de estruturas pulsionadas assim
como a perda de modulacdo de frequéncia no canto de anuncio de espécies dentro do
género haja vista que essas caracteristicas foram selecionadas dentro de contextos
ambientais distintos e diferentes dos que séo vistos atualmente.
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Para nos a explicacdo fornecida através da hipdtese de adaptacdo acustica
(Pijanowski, 2011) entra em consonancia direta com as alteracdes espectrais e temporais
vistas nos cantos de anuncio do Adenomera sp. e demais espécies, sendo, com isso, 0
resultado direto da selegcdo ambiental sobre esse carater, atuando evolutivamente como
um verdadeiro filtro ambiental, selecionando nos ambientes 0s sinais acusticos que
apresentam maior eficiéncia de propagagdo no meio. Essa hipbtese tragca caminhos
explicativos para entendermos, com isso, a supressao e/ou perda de modulacdo da
frequéncia em espécies que se diversificaram a partir de areas abertas mas que, devido a
dindmica climatica do Pleistoceno, atualmente residem em areas florestadas. Essa
influéncia ambiental, capaz de gerar adaptacdes acusticas através da selecdo ambiental
também podem ser reconhecidas nas popula¢des de Salvador reiterando a explicacdo das
alteracfes acusticas percebidas entre as espécies foco através da hipotese de adaptagéo
acustica (Pijanowski, 2011). Essas espécies parecem ter surgido a partir de ambientes
florestais haja vista que ocupam preferencialmente bordas dos remanescentes de mata
atlantica e apresentam cantos de anuncio com o sinal mais baixos (graves) e de baixa
modulagéo de frequéncia quando comparado a espécie que se diversificaram primeiro mas
gue atualmente ocupam areas abertas a exemplo do A. hylaedactyla (Figura 07 e 08)
(Fouquet et al. 2014).

Assim como os dados referentes a distribuicdo geogréafica aqui expostos para as
espécies ndo podem ser interpretados isoladamente e/ou fora de contexto dos fatos
biogeografico e evolutivo. Os dados acusticos aqui mensurados e comparados ndao podem
ser interpretados fora da légica multidimensional responsavel por estruturar o sistema de
comunicagdo dos anfibios anuros nos ambientes. E caso essas interpretacdes se
encontrem descoladas dos significados biol6gicos desses sinais acusticos sensu Haddad
(1995) os valores mensurados aqui expostos ndo passam de numeros frios relacionados
as minimas, maximas, médias e desvios padrdes alijados da capacidade de explicacdo das
espécies sobre o viés hipotético do pesquisador. Sabendo disso devem ser levados em
consideracao nas analise comparativas dos graficos plotados nas figuras 5-13 a notéria
falta de padronizagdo mensurativa entre os dados das espécies nos trabalhos cientificos
0S quais possuiam em algum nivel de analise a incorporagdo de dados acusticos das
espécies de Adenomera. E quando comparamos 0s parametros acusticos isoladamente
percebemos que sobreposi¢cbes parciais inter-especificas aconteceram entre os clados
Martinezi, Hylaedactyla, Saci e Thomei.
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E de se esperar que as caracteristicas acuUsticas de grupos proximos e que possuem
historicos de biodiversidade criptica também sejam pouco discriminantes acusticamente e
ndo sao raros os casos de sobreposi¢cdes entre os parametros acusticos entre os clados
analisados e com os demais. Essas semelhancas levantadas podem ser percebidas na
figura 8 relativa a frequéncia dominante (Hz) dos Adenomera sp., Adenomera martinezi, na
figura 9 relativa a duragé@o do canto (s) entre as espécies de Adenomera saci, Adenomera
thomei, na figura 10 relativa ao tempo de subida do canto - CRT (ms) entre as espécies
Adenomera sp., Adenomera hylaedactyla, Adenomera martinezi, na figura 11 relativa ao
intervalo dos cantos (s) entre as espécies Adenomera sp. e Adenomera thomei, na figura
12 relativa a taxa de emissdo do canto (cps) entre as espécies Adenomera sp. e
Adenomera thomei, na figura 13 relativa ao niamero de pulsos (S) entre as espécies
Adenomera sp. e Adenomera martinezi. Essas s&o medidas unidimensionais que
apresentam pouco poder explicativo se analisadas isoladamente e/ou fora de um contexto

biolégico légico que leve em consideracéo as variancias e covariancias.

Ja dentro de um contexo natural que se demonstra essencialmente multifatorial,
esses parametros acusticos podem integrar e contribuir na formacdo de padrdes
estruturais, temporais e espectrais dos sinais acusticos integrando completamente o
sistema de comunicacdo dos grupos de anuros aqui estudados. A andlise desses
parametros acusticos fora desse escopo multidimensional pouco nos tem a revelar sobre
as entidades biolégicas que hipotetizamos e conceituamos aqui como provavel nova
espécies para o género Adenomera. E nesse sentido como medida para contornar essa
situacao foram feitas as analise de agrupamento PCA/ACP, andlise discriminante linear
LDA, andlises de agrupamentos baseado na distancia dos centroides e analise
discriminante multipla com o intuito de levantar e confirmar a morfoespécie apontada para

0 municipio do Salvador, estado da Bahia.

Para a analise exploratdria dos dados assim como para as analises de teste de
hiptese das duas abordagens propostas neste trabalho assumimos como identificagéo
taxonbmica incerta os individuos oriundos da populacdo localizada nas bordas de
fragmentos de mata atlantica que foram amostrados para o municipio de Salvador em entre
2019-2022. Essa deciséo se baseou nas auséncia de caracteristicas discriminantes entre

as espécies e nas semelhancas morfoldgicas expostas através do artigo de descricdo da
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espécie Adenomera thomei (Almeida et al., 2006). Também foram levado em consideragéo
os dados biogeogréaficos referente a distribuicdo das espécies proximas que apontam
proximidades entre as localidades das popula¢des identificadas como sendo linhagens do
clado Thomei (Adenomera L e Adenomera M) ao sul e populagbes de Adenomera
Hylaedactyla ao norte de Salvador/Ba que acabaram se estabelecendo nas regides mais
setentrionais do nordeste Brasileiro e que exercem influencias diretas sobre a condicao
monofilética do clado Mata Atlantica sensu Fouquet (2014). Esses dados geradores de
incertezas taxondmicas tornaram necessarios os procedimentos analiticos aqui adotados
uma vez que existe uma flagrante falta de dados que incluam nas bases de dados analiticas
mais atuais as informagBes morfologicas e acusticos das populacdes de Salvador e do
litoral norte pois essas apresentam um timbre vocal distinto quando comparada entre as

espécies analisadas.

A qualidade do som diagndsticado a ouvidos humanos pdde ser estudada mais de
perto e como resultado da abordagem 02 que estava focada nos individuos vocalizantes
foi possivel separar os grupos de A. hylaedactyla, A. martinezi, A. saci, A. thomei e A. sp
através dos componentes principais do ACP/PCA e dos eixos candnicos da LDA como
pode ser visto nas figuras 24-28. Referente as analises do PCA de um total de 10
componentes 0s que mais contribuiram na explicacdo dos dados foram o PC1, PC2 e PC3
com eigenvalue de 4.49992, 1.93188 e 1.40312 respectivamente sendo o PC1 o Unico
componente que apresentou a correlacdo suficientemente forte conforme andlise do
brokenstick plotado na figura 21. J& os parametros acusticos que mais contribuiram na
formacao e/ou estruturacdo do PC1 foram i.taxa de emissao de pulso com loading de -
0.943; ii.intervalo entre cantos (cps) com loading de 0.883; iii.frequéncia 5% (Hz) com
loading de 0.924; iv.frequéncia dominante (Hz) com loading de 0.795 e podem ser
conferidos conforme figura 22. Ja o PC2 se encontra logo abaixo da linha de corte do
brokenstick e os pardmetros que mais contribuiram na formacdo e/ou estruturacdo desse
componente foram v.tempo de subida do canto - CRT (ms) com loading de 0.835;
vi.tamanho do canto (s) com loading de 0.646 conforme figura 23.

Como a algebra de matrizes utilizada na andlise discriminante linear - LDA se
demonstra mais precisa na explicacao da distancia euclidiana entre os grupos ela também
foi aplicada e com isso conseguimos classificar com maior exatidao os padrées bioldgicos
referente as espécies de A. hylaedactyla, A. martinezi, A. saci, A. thomei e A. sp através
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de seus eixos candnicos que podem ser vistos nas figuras 26-28. A classificacao a partir
dessa analise assim como o PCA discriminou bem os grupos de anuros estudados e gerou
um total de quatro eixos candnicos com eigenvalue para o EIXO 1 de 489.92 (59.87%);
EIXO 2 de 259.05 (31.66%); EIXO 3 de 49.948 (6.104%), EIXO 4 de 15.848 (1.937) e uma
matriz de confusdo com 100% de classificagédo correta e um jackknifed que reclassifica a
amostra original removendo o individuo “i” do céalculo dessa reamostragem nos dando,

nesse caso, uma classificagao com intervalo de confianca de 65.63%.

Para as analises de agrupamento foram utilizado os escores da analise de
agrupamento ACP/PCA para integrar o processo de clusterizagdo da amostra usando o
algoritmo de agrupamento UPGMA para encontrar outliers e o0 método ward para testar a
similaridade entre os grupos. Vale ressaltar que a utilizacdo dos escores nesse etapa € de
extrema importancia pois neles encontram-se diluidos as contribui¢cdes de cada parametro
acustico e a multidimensionalidade dos dados seja na formacao dos eixos candnicos e/ou
nos clusters gerados. Com isso o coeficiente de correlagao obtido entre os clusters usando
o algoritmo UPGMA foi bom (0.9242) sendo capaz de gerar um n6 de 67 repeticbes em
boot de 1000 repeticGes para o grupo de Adenomera sp, 83 repeticdes em boot de 1000
repeticdes para Adenomera martinezi, 71 repeticbes em boot de 1000 repeticdes para
Adenomera saci, 77 repeticdbes em boot de 1000 repeticbes para Adenomera thomei e 42
repeticdbes em boot de 1000 repeticbes para Adenomera hylaedactyla (Figura 29). Da
mesma forma o coeficiente de correlacdo obtido entre os clusters usando o método de
agrupamento WARD foi considerado bom (0.851) e obtivemos um né de 56 repeticbes em
boot de 1000 repeticGes para o grupo de Adenomera sp, 79 repeticdes em boot de 1000
repeticdes para Adenomera martinezi, 70 repeticbes em boot de 1000 repetices para
Adenomera saci, 77 repeticdbes em boot de 1000 repeticbes para Adenomera thomei e 50
repeticdes em boot de 1000 repeticdes para Adenomera hylaedactyla. Nesses métodos
nao foram obtidos outliers e a topologia dos dendrogramas gerados através de ambos 0s

métodos podem ser conferida nas figuras 29 e 30.

Na abordagem voltada para a analise dos cantos dos individuos que foi mensurados
através da proposta do célculo da distancia dos centroides através do método de
agrupamento k-média foi possivel agrupar automaticamente um total de seis centroides
e/ou custers que representam agrupamentos menos dissimilares entre si. Dos 10 eixos

candnicos gerados pelo método generalizado do k-médias 0s eixos que mais contribuiram
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na explicagdo dos dados foram ROOT 1, ROOT 2, ROOT 3, ROOT 4 e ROOT 5 com
eigenvalue de 35.05302, 25.91907, 17.19978, 0.18046 e 0.06360 respectivamente. As
cinco raizes apresentaram correlagbes suficientemente fortes (p-value < 0.001) e
demonstraram ser grupos bem definidos entre si, demonstrando bons valores de lambda
de wilks de 0.000045, 0.001626, 0.043763, 0.796471, 0.940201, todos abaixo de 1.0
respectivamente. Os centréides/clusters que foram formados pela analise discriminante
podem ser conferidos nas figuras 31-34. J& os parametros acusticos que mais contribuiram
na formacao e/ou estruturacdo da ROOT 1 foram i.duracdo do canto (s) com correlacao de
-0.610699; ii.frequéncia dominante (Hz) com correlagéo de -0.580486; para a formacéo do
ROOT 2 iii.taxa de emissao de canto (cps) com correlacdo de 0.798382; iv.frequéncia 5%
(Hz) com correlagéo de -0.789888; v.numero de pulso (nota) com correlacao de -0.685935;
vi.intervalo entre canto (s) com correlagédo de -0.677659; para a formacdo do ROOT 3
vii.frequéncia maxima (Hz) com correlacdo de 0.751571; e para a formacdo do ROOT 4
viii.tempo de subida do canto - CRT (ms) com correlacao de -0.520684.

Analisando o dendrograma gerado pelo método de agrupamento k-media é possivel
distinguir seis grupos como sendo entidades morfoldgicas hipotéticas para 0 nosso
conjunto de dados baseado na similaridade dos cantos. Desses, 0 grupo SSA-1052 que
refere-se ao conjunto de dados de um anico individuo coletado em Salvador no ano de
2022 e que agrupou nho mesmo conjunto de dados do Adenomera thomei do Espirito Santo
(At_ES_Li) foi considerado por nds, como sendo um outlier na entrada de dados de nossas
andlises (sintaxe distinta). Analisando as anotagfes e planilhas de campo além da
constatacdo da sobreposicdo de ambos os grupos sobre o ROOT 2 (figura 31) € possivel
explicar que o sinal acustico emitido por esse individuo nédo se trata de um canto de anuncio
sendo provavelmente um canto de encontro sensu Haddad (1995) que foi indevidamente
incorporado em nossas analises. Essa explicacdo vem da constatacdo e interpretacdo do
contexto social levantado no momento da gravacdo haja vista que existia interacdo e
atividade acustica de outros machos sintopicamente ao sitio de vocalizagdo. Também
podemos apontar o comportamento atipico do individuo, pulando e se expondo para fora
da serapilheira no momento antes da gravagédo do animal. Esse conjunto de dados nos
leva a crer que o animal em questao (SSA-1052) se encontrava em franca disputa territorial
sendo possivel notar que o mesmo se estava visivelmente excitado acusticamente o que

sugestiona que a gravacdo em questao inserida em nossa base de dados se trata na
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verdade de um registro agonistico oriundo da interagao territorial e/ou disputa de territérios

entre machos proximos.

A explicacéo referete ao outlier SSA-1052 pode ser corroborada com a analise da
projecao dos escores encontrados no ROOT 2 e ROOT 4 (Figura 31 e 33) que possuem
formacdes fortemente explicadas pelos parametros temporais do sinal acustico como i.taxa
de emissao de pulso (s); ii.numero de pulsos (nota); iii.intervalo entre cantos (s); iv.tempo
de subida do canto - CRT (ms). Todos esses parametros sao facilmente alterados quando
emitidos dentro de contextos agonisticos e de disputa territorial entre machos como fora
constatado. Essa é a explicacdo mais provavel para o outlier SSA-1052. Uma segunda
explicacdo para o fato também é possivel de ser tracada mas esta seria menos provavel
de acontecer que seria assumir o outlier SSA-1052 como sendo uma possivel segunda
morfoespécie haja vista que o mesmo se mantém separado dos demais centrdides/cluster,
incluindo o cluster de Salvador e do Espirito Santo (Figura 35). Essa explicacdo baseia-se
na existéncia de uma biodiversidade criptica ainda desconhecida dentro do género
Adenomera e a existéncia de recorrentes casos de simpatrias e sintopias entre essas

espécies.

Por fim os resultados das andlises discriminantes e/ou de dissimilaridade dos cantos
de anuncio analisados apontados, através da distancia de Mahalanobis (Tabela 2),
sugerem que as populacbes de Salvador sdo mais semelhantes das populacfes de
Adenomera thomei (122.86640) que as populagbes de Adenomera hylaedactyla
(124.02070). Ja o teste F de fisher (Tabela 3) demonstrou que os cantos das populacdes
de Adenomera sp. possuem uma menor variabilidade de seu conjunto de dados acusticos
entre as populacdes de Adenomera thomei (17.54293) do que entre as populacdes de
Adenomera hylaedactyla (25.45487) tornando com isso as populagées de Adenomera sp.
de Salvador/Ba mais proximas acusticamente da espécie de Adenomera thomei da mata
atlantica do Espirito Santo. Os valores de variancia calculados e ajustados pelo método
bonferroni para o teste do nivel de significancia conhecido como autovalor P demonstrou
gue os seis grupos de centréides/clusters gerados no método k-médias acumulam
diferencas significativas e/ou séo diferentes estatisticamente entre si (Tabela 4).
5- CONCLUSAO
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A nulidade da hipétese natural (HO) foi rejeitada e com isso é possivel distinguir e
diagnosticar acusticamente as espécies nominais de Adenomera hylaedactyla (Cope,
1868), Adenomera martinezi (Bokermann, 1956), Adenomera saci Carvalho and Giaretta,
2013, Adenomera thomei (Almeida and Angulo) e Adenomera sp através de seus
respectivos cantos de andncio. Mediante os resultados dos testes estatisticos e do teste
de hipotese é possivel entender que existem evidéncias acusticas significativas e capazes
de sustentar as morfoespécies final. Sendo assim as populacfes de Salvador tratam-se da
espécie Adenomera sp. nov. ainda ndo descrita para o Clado Thomei que colonizaram a
mata atlantica do perimetro urbano de Salvador e do litoral norte baiano.
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