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RESUMO

A selecdo sexual surgiu para explicar a origem de certas caracteristicas sexuais
secundarias encontradas em machos de muitas espécies. Essas caracteristicas sao
facilmente observadas na coloracdo exuberante presente em penas de aves, nos
elaborados comportamentos visuais de corte encontrados em diversos grupos
taxondémicos e nos surpreendentes repertdrios vocais emitidos por aves, mamiferos,
peixes e anfibios. A vocalizagdo é o comportamento mais conspicuo dos anfibios anuros
e, por ser uma caracteristica espécie-especifica, tem sido frequentemente utilizada para
responder perguntas referentes a filogenia e taxonomia das espécies e também para
propor hipdteses relacionadas a selecdo sexual e seus mecanismos de atuacdo. A
vocalizagdo atua em contextos intrasexuais, como na defesa de territorios e encontros
agonisticos, e intersexuais, na atracdo e escolha por fémeas. Devido ao fato da maioria
dos anfibios anuros possuir habitos noturnos, a comunicacao acustica é possivelmente a
principal forma de comunicacdo intraespecifica, enquanto a comunicacdo visual atua
principalmente em contextos interespecificos. Entretanto, a comunica¢do visual,
referente a complexidade de cores e comportamentos elaborados, pode ser encontrada
com muito mais frequéncia em espécies de habitos diurnos e associadas aos ambientes
I6ticos, com muita disponibilidade de luz e bastante ruido sonoro. Contudo, nos Gltimos
anos, estudos tém abordado questBes referentes a visao noturna em anuros e tém cada
vez mais demonstrado que 0s sinais visuais sdo frequentes em espécies de habitos
noturnos e que estes sinais sdo utilizados para aumentar a conspicuidade e
reconhecimento entre individuos da mesma espécie e, de forma bimodal, na modulacao
da atratividade do sinal acustico. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo
principal investigar o uso, em contextos de comunicacdo social, da coloragéo conspicua
presente nos flancos de Pithecopus azureus, uma espécie de anfibio neotropical de
habito noturno. Para isso, no primeiro capitulo, descrevo em detalhes, a variagdo da cor
e padrdes de coloragdo conspicua nos flancos, e testo a existéncia de dimorfismo sexual
na espécie. No segundo capitulo, investigo se 0s sinais visuais e acusticos sdo
importantes variaveis na preferéncia das fémeas e testo a hipdtese de que as variaveis
acusticas e visuais sinalizam condicdo corporal dos machos e, por fim, possiveis
demandas conflitantes entre o sinal acustico e visual. Finalmente, no terceiro capitulo,

avalio se o0s sinais acusticos e visuais atuam em contesto intrasexual, mais



especificamente na territorialidade e dominancia de recursos sexuais em duas

populagdes de P. azureus.

Palavras chave: Selecdo sexual, sinal visual, aposematismo, sinal acustico,
vocalizagdo, demandas conflitantes, sinais bimodais, visdo noturna, preferéncia de

fémeas, territorialidade.
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Capitulo 1 — Dicromatismo Sexual e a Variacao de Cor e Padréo de Coloragdo em
Pithecopus azureus (Anura: Phyllomedusidae).

RESUMO

A teoria de selecdo sexual surgiu para explicar as caracteristicas sexuais
secundarias dimorficas encontradas em muitos grupos animais. O dicromatismo sexual
é uma forma de dimorfismo sexual, onde machos e fémeas diferem em cor, ou em
padrées de manchas no corpo. O dicromatismo sexual em anfibios ocorre em pouco
mais de 6% das espécies conhecidas, um valor que pode estar subestimado e ocorrer em
diferentes grupos e com muito mais frequéncia do que se conhece. Pithecopus azureus é
um anuro neotropical pertencente a Familia Phyllomedusidae, conhecido por possuir
cores vistosas como coloragdo dorsal verde e flancos conspicuos com coloragdo
vermelho-alaranjado geralmente atribuido a aposematismo. No presente estudo
descrevo a variacdo existente no espectro de reflectancia do dorso e flanco, no padréo
de manchas conspicuas no flanco e testo a hipdtese de dicromatismo sexual na espécie.
Os resultados mostram a reflectdncia do espectro ndo visivel do ultravioleta e a
existéncia de dicromatismo sexual no padrdo de manchas dos flancos. Discuto as
possiveis funcbes da coloracdo e o papel da selecdo sexual na manutencdo da variacao

do sinal e do dicromatismo sexual na espécie.

Palavras chave: Selecdo sexual, sinal visual, Phyllomedusidae, cor, padrédo de

manchas, aposematismo, ultravioleta, infravermelho e comunicacgéo.



ABSTRACT

The theory of sexual selection originated to explain secondary sexual
characteristics found in many animal taxa. Sexual dichromatism is a type of sexual
dimorphism in which males and females differ in colors, or color patterns. In anurans,
sexual dichromatism seems to occur in less than 6% of all known species; however, this
number may be greatly underestimated and dichromatism could occur in many different
species groups. Pithecopus azureus is a neotropical tree frog that belongs to the Family
Phyllomedusidae, known for its bright green dorsal coloration, conspicuous reddish
coloration on the flanks, both attributed to aposematism. In the present study, | describe
in detail the variation of spectral color reflectance of flanks and back using a
spectrophotometer and also describe color pattern variation on the flanks. | also test the
hypothesis of sexual dichromatism in P. azureus. Results show reflectance of the non-
visible spectrum of ultraviolet on the back and the first record of sexual dichromatism in
the Family Phyllomedusidae. | discuss the possible functions of color in the species and
suggest that sexual selection could be the main selective pressure responsible for the

maintenance of signal variation and sexual dichromatism in the species.

Keywords: Sexual selection, visual signal, sexual dichromatism, Phyllomedusidae,

color, color pattern, ultraviolet, infrared, communication.



INTRODUCAO

O mundo animal é repleto de cores vibrantes que sdo, na maioria das vezes,
utilizadas para producdo de sinais visuais que atuam na comunicacdo intra- e
interespecifica (ALLEN, 1879; BRADBURY e VEHRENCAMP, 1998). Esses sinais
visuais permitem que animais ndo sO encontrem melhores parceiros reprodutivos
(HOUDE, 1987; ANDERSON, 1994) mas também auxiliam na deteccdo de presas
(BUCHANAN, 1994), no forrageamento (SCHMIDT et al.,1994) e na fuga de
predadores (SAPORITO et al., 2007; PALUH et al., 2014). Mas, para que um sinal
visual seja transmitido de forma eficaz, é necessario que os padrBes de coloracdo sejam
conspicuos e contrastantes contra o plano de fundo, criando um mosaico de manchas

que podem variar tanto no tamanho, quanto na forma, brilho e cor (ENDLER, 1990).

Dentre os vertebrados que apresentam cores vibrantes na natureza, a Classe
Anfibia agrupa espécies que exibem padrfes de coloracdo exuberantes, associados a
diferentes tipos de comportamentos visuais elaborados (TOLEDO e HADDAD, 2009;
ROJAS, 2016). A origem e a manutencdo dessa diversidade de cores e comportamentos
sdo atribuidas as pressdes de selecdo natural, atuando principalmente como estratégias
de defesa, classificadas em diferentes categorias e subcategorias (TOLEDO e
HADDAD, 2009): (a) mimetismo criptico, quando ocorrem cores e padrdes de
coloracdo com caracteristicas semelhantes ao ambiente ou plano de fundo,
frequentemente encontrado em espécies da familia Hylidae que se assemelham a rochas,
liguens ou substrato (e.g.: Bokermannohyla alvarengai); (b) coloracdo disruptiva
quando ocorre na forma de grandes ocelos inguinais de coloragcdo negra e encontrada
em algumas espécies da Familia Leptodactylidae (e.g.: Eupemphix nattereri); e (c)
aposematismo associado a impalatabilidade, na forma de cores conspicuas, vistosas
(vermelho, amarelo, azul e negro) e bastante contrastantes contra o plano de fundo,
como encontrado na maioria das espécies pertencentes a Familia Dendrobatidae e

Mantellidae (e.g.: Dendrobates tinctorius, Mantella expectata)

Essa grande diversidade de cores encontradas nos anfibios esta, principalmente,
associada a disposicdo e tipos de cromatoforos, células especializadas em sintetizar e
armazenar pigmentos, no tegumento (derme e epiderme) e classificados conforme a cor
gerada pelo pigmento (BAGNARA et al., 1968; DUELMAN e TRUEB, 2004). O

melanoforo esta presente principalmente na epiderme de larvas e, em abundancia na



camada mais basal da unidade cromatofora tegumentar (UCT), situada na derme dos
adultos, e responséavel pela produgdo de melanina, pigmento que expressa as cores
marrom e preto. A camada intermediaria da UCT funciona de forma refletora e é
composta por iridéforos, células de aparéncia branca e metalica, que refletem luz em
comprimento de onda especifico devido a estruturacdo paralela das organelas contendo
pigmentos de purinas, guaninas, adeninas e hipoxantinas (BAGNARA et al., 1968). Por
fim, a camada mais superior da derme dos anfibios é composta por dois tipos de
cromatoforos, responsaveis pelas colorages amarelo, vermelho e laranja que incluem:
xantoforos, quando a coloracdo estd associada a pigmentos formados por granulos de
pteridinas; e eritr6foros quando a coloracdo esta associada a pigmentos de carotenoide
(BAGNARA et al.,, 1968; DUELLMAN e TRUEB, 1994; HOFFMAN e BLOUIN,
2000).

A coloragdo esverdeada encontrada no dorso de muitos anfibios anuros é
atribuida a luz refletida pelos iridéforos, que resultam em coloracéo estrutural azul-claro
e filtrada pelos pigmentos de cor amarela, os xantoforos (BAGNARA et al., 1968). Ja a
coloracdo azul, encontrada em algumas espécies de anuros da Familia Dendrobatidae, €
o resultado da mesma reflexdo e dispersdo do azul estrutural dos iridéforos, mas na
auséncia da camada superior de xantdforos e eritréforos (DUELLMAN e TRUEB,
1994; HOFFMAN e BLOUIN, 2000). A interacdo das camadas da UCT pode causar
mudancas temporarias e bruscas na coloracdo dos anfibios (BAGNARA, 1976). Essas
mudancas bruscas, atribuidas a fisiologia do organismo, geralmente ocorrem sob
estimulos de luminosidade que liberam hormdnios que, por sua vez, irdo modificar a
estruturagdo e forma das organelas dos iridéforos e a quantidade de melanina nas
projecdes dos melandforos que encobrem os iridéforos. Por outro lado, as mudangas
que ocorrem em longos periodos de tempo (dias ou meses) s@o atribuidas as mudancas
morfologicas e sdo lentas, pois envolvem a sintese e destrui¢do de grandes quantidades
de pigmentos (BAGNARA, 1976; DUELLMAN e TRUEB, 1994; HOFFMAN e
BLOUIN, 2000).

Um dos mais intrigantes e singulares pigmentos encontrados no reino animal
ocorre em dois grupos de anfibios pertencentes as Familias Pelodryadidae e
Phyllomedusidae, evidenciando a relacdo de parentesco entre eles e um ancestral
comum do periodo de Gondwana (BAGNARA, 2003; DUELMANN et al., 2016). As

Familias Phyllomedusidae, com distribuicdo na Ameérica Central e América do Sul, e
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Pelodryadidae, com distribuicdo na Australia e Papua-Nova Guiné, possuem um
pigmento Unico, de coloracdo vermelho-vinho, conhecido como pterorodina
(pterorhodin) encontrado em um tipo de organela, o0 melanossomo, nas células do tipo
melanoforo (BAGNARA et al.,, 1973). A funcdo e origem desse pigmento € um
mistério, embora existam sugestdes de que o pigmento possa, de alguma maneira, servir
como refletor de luz infravermelho e atuar como forma de mimetismo do espectro néo-
visivel de cor, possibilitando que o animal se torne criptico nas folhagens que refletem o
mesmo espectro do infravermelho, defendendo-se de predadores que conseguem
detectar esse comprimento de onda (e.g., algumas espécies de serpentes) (SCHWALM
etal., 1977; EMERSON et al., 1990; BAGNARA, 2003; TOLEDO e HADDAD, 2009).

Estudos com a utilizacdo de cores e padrdes de coloracdo na comunicacgéo visual
em anfibios anuros sdo focados principalmente em espécies de habitos diurnos (HODL
e AMEZQUITA, 2001), pois acredita-se que a evolugéo dos sinais visuais na natureza
tenha acontecido em condi¢Ges ambientais com bastante luminosidade (ENDLER,
1992). Estes estudos foram realizados utilizando, principalmente, espécies da Familia
Dendrobatidae, caracterizadas por possuirem cores conspicuas, exuberantes e bastante
contrastantes com o plano de fundo (LOTTERS et al., 2007). Estes anfibios anuros sdo
conhecidos mundialmente por possuir 0s mais toxicos alcaldides encontrados na
natureza (DALY et al., 1987). Devido a forte correlacdo filogenética entre a toxicidade
e a variacdo de cores encontradas entre as espécies, a coloracdo exuberante em
dendrobatideos evidencia sua funcdo principal na adverténcia da impalatabilidade aos
predadores, sugerindo o aposematismo como a principal forca evolutiva na origem e
manutenc¢do dessa caracteristica (SUMMERS e CLOUGH, 2001).

Para que um sinal visual de impalatabilidade seja transmitido de forma eficaz é
preciso que apresente padrdes simples e uniformes, sem grandes variagdes, para tornar
faceis e rapidos a aprendizagem e o0 reconhecimento por parte dos predadores
(ENDLER e MAPPES, 2004). Entretanto, algumas espécies possuem intrigantes e
exuberantes polimorfismos, tanto na cor, quanto no padrdo de coloragdo aposematica
(SUMMERS et al., 2003; LOTTERS et al., 2007), sugerindo que variagdes no sinal
aposematico possam ter outras funcbes e, portanto, responder a outras pressdes

seletivas.

Somente nos Ultimos dez anos, estudos tém demonstrado que o sinal
aposematico na Familia Dendrobatidae pode atuar em contextos intraespecificos,
5



influenciando mudanca do comportamento entre machos conspecificos (DE LUNA et
al., 2010; CROTHERS et al., 2011) e a preferéncia de fémeas por machos com certas
caracteristicas de cores (SUMMERS et al., 1999; SIDDIQI et al., 2004; MAAN e
CUMMINGS, 2008). Estes resultados mostram que, ndo somente as forcas de selecdo
natural, mas também as de selecdo sexual, sdo responsaveis pela variagdo no padrédo de
coloracdo em algumas espécies aposematicas. Portanto, diferentes componentes da
selecdo sexual, como competicdo intra-sexual e preferéncia de fémeas, podem estar
favorecendo individuos que possuem certos padrées (MAAN e CUMMINGS, 2008;
CROTHERS et al., 2011).

A selec@o sexual surgiu para explicar a origem e a evolucdo de caracteristicas
sexuais dimorficas, ou seja, de diferencas fisioldgicas, morfologicas e comportamentais
encontradas entre machos e fémeas, e que ndo podiam ser explicadas somente pela
teoria de selecdo natural (DARWIN, 1884). Dicromatismo sexual ¢ uma forma de
dimorfismo sexual onde machos e fémeas diferem em tonalidades de cor e em padréo de
coloracdo, sendo comum e bastante estudado em aves (ANDERSON, 1994). Entretanto,
o dicromatismo sexual foi descrito para aproximadamente 100 espécies de anuros
(BELL e SAMUDIO, 2012). E importante ressaltar que antes disso o dicromatismo
sexual era conhecido para somente 25 espécies de anuros, menos de 0,5% das espécies
conhecidas (HOFFMAN, 2000). Isso sugere que a ocorréncia desse padrdo possa ser

muito mais comum, mas ainda ndo observado ou descrito.

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a variagéo individual nos
sinais cromaticos, em populacbes naturais de Pithecopus azureus. Para isso (1)
descrevo e documento, em detalhes, as principais variagdes no espectro de reflectancia
das cores do dorso e flanco e no padrdo de manchas dos flancos; e (2) testo a hipotese

da ocorréncia de dicromatismo sexual na espécie.

MATERIAIS E METODOS
Espécie de estudo

A Familia Phyllomedusidae, comumente conhecida como pererecas-de-
folhagem, estdo entre os sapos mais carismaticos do mundo (ALVARES, 2009;
FAIVOVICH et al., 2010). O nome, do grego phyllos = folha e medusa = protetora, faz

alusdo a coloracdo dorsal esverdeada criptica e modo peculiar de vida essencialmente



arboricola. A subfamilia é constituida por 62 espécies, distribuidas em cinco géneros e
ocorrendo entre o0 México e Argentina (FAIVOVICH et al., 2010; DUELMANN et al.,
2016; FROST, 2017).

O género Pithecopus, possui 10 espécies encontradas na América do Sul
(FAIVOVICH et al., 2010; DUELLMAN et al., 2016; FROST, 2017). Uma
caracteristica marcante desse género € a coloracdo conspicua em tons de vermelho, azul
ou amarelo, encontrada na regido lateral do corpo, nos flancos, coxa e tibia. Por ser
altamente varidvel entre individuos, esse padrdo tem sido utilizado como método de
identificacdo individual em estudos populacionais e comportamentais (RODRIGUES,
2012; CANDIDO, 2013). Essa coloracéo, aliada a toxicidade conhecida no género, tem
sido atribuida a aposematismo nas espécies, principalmente para predadores como
serpentes (SAZIMA, 1974, TOLEDO E HADDAD, 2009). Entretanto, toxinas
presentes nas glandulas de veneno de Pithecopus parecem n&o funcionar como eficiente
mecanismo de defesa para algumas espécies de serpentes do género Chironius e
Leptodeira (NASCIMENTO et al., 2009; FALKENBERG et al., 2013). Contudo, é
comum em varias espécies do género o comportamento de imobilidade como outro
mecanismo de defesa. Conhecido como shrinking behavior, consiste no animal contrair
0s membros, arquear a cabeca e 0 corpo, esconder a coloracdo conspicua, e fechar os
olhos (TOLEDO et al., 2010). Esses diferentes tipos de mecanismos de defesa podem
ter evoluido sob diferentes pressbes de predacdo, e podem ser explicados pela

adaptabilidade do predador em tolerar, ou ndo, o veneno da espécie.

Os machos de Pithecopus sdo bastante territorialistas e embates fisicos pelo
estabelecimento e manutencgdo dos territorios sdo conhecidos para as espécies do género
(WOGEL et al., 2004; COSTA et al.,, 2010; DE OLIVEIRA et al., 2011). Algumas
especies exibem comportamentos de sinalizagdo visual durante esses encontros
agonisticos, que envolvem movimentos das maos (“hand-waving”), descrito para
Pithecopus azureus, ou engodo pedal ou movimentos bruscos com as pernas (“pedal
luring” e “leg kicking”) para P. sauvagi, P. burmeisteri e P. boliviana (HODL e
AMEZQUITA 2001; ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; KOHLER, 2008).



Pithecopus azureus, escolhida como modelo para o presente estudo, € uma
espécie comum, de habitos noturnos, relativamente abundante onde ocorre, com ampla
distribuicdo geografica e associada as formacdes abertas do bioma Cerrado. Ocorre
durante todo o periodo chuvoso e vocaliza dentro de arbustos as margens de ambientes
lénticos (RODRIGUES et al., 2007; DE FREITAS et al.,, 2008; ALVARES, 2009;
BRANDAO et al., 2009; COSTA et al., 2010; DIAS et al., 2014; HAGA et al., 2017).
Individuos de P. azureus possuem coloragdo de barras negras e vermelhas na regido dos

flancos, coxas e tibias, sendo sua origem e funcdo desconhecidas (Figura 1).

Figura 1. Coloracdo e padrdo de manchas nos flancos, coxas e tibias em Pithecopus
azureus. Foto: Daniel Velho.

Area de Estudo

Foram estudadas duas populacbes de P. azureus encontradas em pocgas
artificiais, situadas em areas de cerrado na Fazenda Agua Limpa (FAL) da Universidade
de Brasilia (47° 56' 46,30" O; 15° 58' 35,11" S) e em uma nascente rodeada por uma
matriz de Cerrado situada na regido da nascente do Cérrego do Urubu, Brasilia-DF (47°
51' 40" O; 15° 41' 52,47" S). A FAL possui aproximadamente 4.500 hectares de
Cerrado bem conservado, estd inserida na Area de Protegdo Ambiental (APA) Gama
Cabeca de Veado e a Area de Relevante Interesse Ecologico (ARIE)
Capetinga/Taquara, situada no Distrito Federal e distante apenas 28 quildmetros do
centro de Brasilia. A area do Corrego do Urubu faz parte do Nucleo Rural Cérrego do
Urubu, pertencente a Regido Administrativa do Lago Norte — RA XVIII, situada

aproximadamente a 12 km do centro de Brasilia. Constituida principalmente por



chéacaras, foi criada com intuito de consolidar a modalidade de ocupagdo humana e

preservacdo ambiental.

Amostragem e Coleta de Dados

As coletas de dados foram realizadas durante a noite, através da busca ativa por
machos e fémeas de P. azureus durante o periodo reprodutivo da espécie, que ocorreu
de outubro de 2014 a marco de 2015. Os locais de capturas e recapturas dos individuos

foram marcados em campo com fitas sinalizadoras.

Logo apds a captura, os animais foram armazenados em sacos plasticos e
levados para laboratério montado proximo ao local de captura, onde foram tomadas
medidas de reflectancia com o uso de um espectrofotdmetro Ocean Optics USB4000 e
uma fonte de luz de xendnio pulsante PX-2 (Ocean Optics, Dunedin, Florida), que
fornece iluminagdo no espectro ultra-violeta, infra-vermelho e visivel para humanos
(300-900nm). Foi utilizado um segurador de fibra dptica, em aluminio anodizado, com
angulo de 45° para (1) reduzir brilho e reflexdo especular, (2) eliminar luz do ambiente,
e (3) padronizar a distancia de 2 mm entre a sonda e a pele e a area de varredura em 2
mm de diametro (SZTATECSNY et al., 2010). Um branco puro WS-1 (Ocean Optics)
foi utilizado para calibrar o espectrofotdmetro entre cada medicdo. Selecionei areas na
regido dorsal e regido mais avermelhada do flanco direito para a amostragem, devido ao
fato de serem as regides com coloracdo mais contrastantes e mais visiveis para
conspecificos. Por fim, foram tomadas as médias para trés medidas repetidas de cada

uma dessas regides analisadas.

Para as anélises do padrdo de coloragdo no flanco foram feitas fotografias da
regido lateral direita dos sapos, posicionados sobre uma régua de precisdo para servir de
escala, utilizando camera digital Cannon (modelo PowerShot ELPH 110 HS). Todos os
individuos foram pesados com a utilizacdo de balancas de precisdo do tipo Pesola e
tomada a medida do comprimento rostro-urostilo, com utilizacdo de paquimetro
milimétrico. Os individuos capturados, machos e fémeas, tiveram etiquetas
fluorescentes visiveis (VIE Alpha Tags - Northwest Marine Techology Inc.)
implantadas na regido ventral da coxa. Apos os procedimentos, os individuos foram

soltos nos seus respectivos locais de captura.

Andlise dos Dados



Para a analise de refletdncia, foram tomadas medidas de trés variaveis
(acrométicas e cromaticas), sendo elas: brilho médio, matiz e saturacdo, além de
saturacdo do espectro para a regido vermelha no flanco (saturagdo da faixa do
carotenoide), utilizando o pacote PAVO no programa de estatistica R. Brilho refere-se a
intensidade de radiacdo medida em fluxo de energia por unidade de area e tempo, a
matiz ao pico de reflectancia ou frequéncia dominante no comprimento de onda, e 0
croma a pureza, ou saturacdo da frequéncia dominante (BRADBURY e
VEHRENCAMP, 1998).

As imagens das fotografias do padrdo de coloragdo do flanco foram analisadas
utilizando o programa ImageJ e foram extraidas medidas de seis varidveis: area total do
padrdo, area da coloracdo avermelhada, area coberta pela coloracdo, além da razdo de
coloracdo vermelha com referéncia a area total (area de vermelha/area total), razdo da
coloracdo preta com referéncia a area total (area de preto/ area total) e razdo do sinal
(&rea de vermelho/area do preto).

Procedimentos Estatisticos

Primeiramente foram realizadas analises estatisticas descritivas para as variaveis
de reflectancia e padrdo de coloracdo (média, desvio padrdo e coeficiente de variacao).
Em seguida, foi realizada uma Analise de Variancia (ANOVA) para testar a hipotese de
dicromatismo sexual, retirando o efeito do tamanho e sexo dos individuos, das variaveis
de reflectancia e varidveis do padrdo de coloracdo de machos nos flancos, com correcéo
post hoc para o nivel de significancia de 0,05 (QUINN e KEOUGH, 2002).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa R (R
DEVOLOPMENT CORE TEAM, 2011).

RESULTADOS
Reflectancia espectrométrica de Pithecopus azureus

As andlises de reflectancia foram realizadas para 48 individuos, sendo 36
individuos machos e 12 fémeas, capturados em atividade reprodutiva nos meses de
dezembro e janeiro da estacdo que teve inicio no ano de 2014. Visualmente, ambos 0s
sexos apresentam coloracgdo dorsal esverdeada vivida, enquanto os flancos exibem cores

que variam do vermelho-alaranjado ao vermelho-escarlate, intercalados por padrdes de
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coloracdo preta compostos por barras transversais, barras longitudinais e um misto de

barras transversais, longitudinais, pontos e ocelos.

O espectro de reflectancia da regido dorsal de P. azureus exibe pico de
frequéncia no comprimento de onda que compreende a faixa visivel do verde (530mn) e
se mantem constante até o espectro do ultravioleta (UV) (Figura 2A). Essa amplitude de
frequéncia no espectro de reflectancia encontrada no dorso de P. azureus pode ser
observada na natureza em individuos mais esverdeados e individuos mais azulados,
embora o ultimo ndo muito frequente. Estes individuos azuis, ap6s serem capturados e
manipulados, mudam de cor em poucos minutos e passam do azul-esverdeado para o
verde-vivido e verde-escuro. Nao o bastante, o espectro de reflectancia do dorso mostra
ainda um incremento na faixa que compreende o infravermelho. O valor médio
encontrado para a matiz do dorso foi de 535,7 + 156,9 nm (N=48) e o coeficiente de
variacdo (CV) foi de 29.2%. A média do brilho no dorso foi 527,9 + 106 (N=48) e CV
de 20%. Por fim, a saturacdo média foi de 1,94 + 0,46% e CV igual a 23,9% (Tabela 1).

Os flancos, a maior parte das coxas e partes internas das maos e pés, constituem
as areas do corpo que possuem maior variacdo do sinal. Essa variacdo ndo foi somente
observada nos padrdes de mancha, como ainda na saturacdo da cor vermelha (saturacédo
da faixa do carotenoide). O espectro de reflectancia mostra um pico dominante no
comprimento de onda do espectro visivel do vermelho seguindo para o infravermelho
(Figura 2B). O valor médio encontrado para matiz no flanco foi de 673,8 £ 123 nm
(N=48) e 0 CV de 18,3%. A média do brilho foi de 782,4 + 224 nm (N=48) e 0 CV
28,6%. A saturacdo média foi 2.20 + 0.30% e CV igual a 13,4%. Por fim, a saturacédo
média na faixa de reflectdncia dos carotenoides apresentou a maior variagdo com CV
igual a 376,9% e média de 9,98 + 37,6% (Tabela 1).
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Figura 2. Média do espectro de reflectancia da coloracao da area do dorso (A) e dos
flancos (B) de Pithecopus azureus. A linha representa a média e a area em cinza o
desvio padréo.

Padréo de manchas nos flancos de Pithecopus azureus

Foram tiradas fotografias do padrdo dos flancos de 116 individuos, sendo 94
machos e 22 fémeas, em atividade reprodutiva (periodo reprodutivo 2014-2015). De
acordo com as recapturas dos individuos, observei que o padrdo de manchas nos flancos
de P. azureus estd atrelado a identidade dos individuos, pois ndo variou durante o
estudo e, atraves de observacdes de imagos mantidos em laboratério, o padréo se define
e se mantém em até um més ap6s a metamorfose. Constatei variagdo no padréo de
barras pretas nos flancos entre os individuos capturados e essa variacao foi caracterizada
em trés grupos distintos: o grupo com menor abundancia foi composto de individuos
com padrdes de barras pretas longitudinais (4,2%); em seguida os individuos
caracterizados por possuirem barras transversais (18,5%); e 0 grupo mais abundante
apresentou padrdes mistos, compostos por barras transversais, longitudinais, pontos e
ocelos (77,3%) (Figura 3).

A area do padrdo de barras pretas intermeada a cor vermelha no flanco
compreende uma regido significativa da superficie no corpo dos individuos e se somada

com todas as areas cobertas por esse padrdo, como coxas, bragos, maos e pés,
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compreende facilmente mais da metade do corpo do animal. A area total do padrdo no
flanco direito é de 108 + 27,8 mm? (34.0 - 222,1; N=116), sendo que a maior parte
desse padrdo coberto pela coloracio vermelha tem média de 44,11 + 9,86 mm? (23,9 -
77,9; N=116). A média da &rea de manchas pretas foi de 29,54 + 11,44 mm? (6,22 -
74,15; N=116). A razdo da area do vermelho no flanco foi de 0,41 + 0,07% (0,22 - 0,70;
N=116), a razdo da cor preta foi de 0,26 + 0,05% (0,14 - 0,40; N=116), e a razdo da &rea
do vermelha/preta foi de 1,65 + 0,55% (0,61 - 3,85; N=116) (Tabela 2).

Dentre as variaveis, a area de coloracdo preta possui maior variabilidade em
relacdo a média populacional, com coeficiente de variacdo de 37,9%, em seguida a
variavel razdo da cor vermelha/preta com CV de 31,5% e a area total do padrdo com o
CV de 24,9%. A variaveis razdo de preto, area do vermelho e razdo de vermelho
apresentaram menor variabilidade, com o coeficiente de variacdo de 21,9%, 20% e

16,45, respectivamente (Tabela 2).
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Figura 3. Padr@es de barras pretas observadas nos flancos de Pithecopus azureus. Da

direita para esquerda: padrdo de barras longitudinais, padrdo de barras transversais e
padrdo misto.
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Dicromatismo sexual em Pithecopus azureus

N&o existe dicromatismo sexual nas variaveis espectrais do dorso (ANOVA,
Matiz: Fy46 = 0,119; P = 0,731; Brilho: Fy46 = 0,007; P = 0,934 e Saturacdo: Fi4s =
0,769; P = 0,385), e tampouco diferem em caracteristicas espectrais do flanco
(ANOVA; Matiz: Fy46 = 0,009; P = 0,925; Brilho: Fy46 = 0,065; P = 0,8; Saturagéo:
F146=0,316; P = 0,577 e Saturagdo do espectro do Carotenoide: F1 46 =0,633; P = 0,43)
(Tabela 1). Na natureza, ambos o0s sexos possuem coloracao dorsal esverdeada e flancos
vermelhos. No entanto, fémeas geralmente apresentam cores verdes mais claros e
machos, em alguns momentos, tendem ao azul. Essas nuances ficam evidentes no
espectro de reflectancia em picos dominantes de reflectancia média do dorso de machos
e fémeas. Enquanto em machos existe claramente dois picos dominantes de reflectancia,

um pico com maior intensidade no comprimento de onda que corresponde ao
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ultravioleta (aprox. 400nm) e outro com menor intensidade no comprimento de onda do
verde (aprox. 530nm), em fémeas existe apenas um pico de reflectincia com

comprimento de onda de aproximadamente 500nm (Figura 4A).

Ja o resultado da ANOVA para caracteristicas do padrdo de manchas nos flancos
de P. azureus corrobora a hipétese de existéncia de dicromatismo sexual (Area total:
Fs112 = 0,11; P = 0,001; Area preto: Fz110 = 15,82; P = 0,001; Area vermelho/preto:
Fo112 = 52,33; P << 0,001; Razéo do Vermelho, F;11, = 71,66; P << 0,001; Razédo do
preto F,112 = 29,05; P << 0,001) (Tabela 2; Figura 5). Dessa forma, machos de P.
azureus possuem maior proporcdo da area do flanco coberta pela cor vermelha e por
possuirem uma maior razdo da cor vermelha/negra. Fémeas possuem uma maior

proporcéo de cor preta e uma menor razao de cor vermelha/preta nos flancos (Figura 5).

1000

600 800
1 1

Reflectancia (%)
400
|

200
|

T I T I T T T
300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de Onda (nm)

Reflectancia (%)

1000 1500 2000 2500

500

300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de Onda (nm)

Figura 4. Espectro de reflectancia de machos e fémeas de Pithecopus azureus. A linha
representa a média e area em cinza, o desvio padrdo. (A) area do dorso e (B) area dos

flancos.
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Tabela 1. Estatistica descritiva das medidas de reflectancia de Pithecopus azureus e valores gerados pela analise de variancia (ANOVA).

Total (N=48) Machos (N=36) Fémeas (N=12)

Média + DP (CV) Média + DP (CV) Média + DP (CV) F
Dorso
Matiz (H1) 535.7+£156.9 (29.2) 531.1 +159.0 (29.9) 549.4 + 156.3 (28.9) 0.119 0.731
Brilho (B2) 527.9+106.0  (20.0) 528.6 + 103.4 (19.5) 525.7 +118.0 (22.4) 0.007 0.934
Saturacdo (S8) 1.94 £ 0.46 (23.9) 1.90£0.38 (19.8) 2.04 £ 0.67 (32.7) 0.769 0.385
Flancos
Matiz (H1) 673.8+123.4  (18.3) 674.8 +120.4 (17.8) 670.8 + 137.8 (20.5) 0.009 0.925
Brilho (B2) 782.4+224.1  (28.6) 787.2 +233.1 (29.6) 768.0 + 203.5 (26.5) 0.065 0.8
Saturacdo (S8) 2.20+0.30 (13.4) 2.21+0.31 (14.2) 2.16 £0.24 (11.2) 0.316 0.577
Saturagdo Carotendide (S9) 9.98 + 37.63 (376.9) 12.49 + 43.25 (346.3) 2.47 +4.00 (162.2) 0.633 0.43

Tabela 2. Estatistica descritiva das &reas do padréo de coloragéo nos flancos de P. azureus e valores gerados pela analise de variancia (ANOVA).

Total (N=116)

Machos (N=94)

Fémeas (N=22)

Média + DP (CV) Média + DP (CV) Média £ DP (CV) F p
Area Total 108.0 £27.82 (24.9) 98.94+17.35 (16.1) 146.9 +30.87 11 0.001
Area Vermelho 4411+9.86  (21.9) 43.24 £ 9.26 (20.9) 47.82+11.62 (24.3) 0.047 0.828
Area Preto 29.54 £ 11.44 (37.9) 25.43 + 6.36 (23.7) 47.12+11.75 (24.9) 15.82 0.001
Proporgéo Vermelho/Preto  1.65 + 0.55 (31.5) 1.79£0.50 (25.8) 1.04+0.24 (23.9) 52.33 >>0.001
Razdo de Vermelho 0.41 +0.07 (16.4) 0.43+0.05 (12) 0.32+0.05 (17.9) 71.66 >>0.001
Raz&o de Preto 0.26 + 0.05 (20.0) 0.25 +0.05 (19.9) 0.31+0.03 29.05 > (0.001
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Figura 5. Padrédo de coloracdo de machos (coluna da esquerda) e fémeas (coluna da
direita).
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DISCUSSAO

A analise de reflectancia revelou uma caracteristica ainda ndo conhecida para a
Familia Phyllomedusidae que é a reflectancia do espectro néo visivel do UV. O espectro
de reflectancia do dorso para algumas espécies da Familia Phyllomedusidae (Agalychnis
callidryas, A. dacnicolor e Pithecopus sauvagi) ja foi medido, e mostra um acentuado
incremento no espectro do infravermelho (> 700nm) com um pequeno pico de
reflectancia no espectro visivel do verde (aprox. 530nm), embora, nenhuma reflectancia
no espectro do UV tenha sido relatada (EMMERSON et al., 1990). Pithecopus azureus
possui um pico dominante no espectro visivel que constitui o verde e o sinal segue
constante para a regido de reflectancia do UV, com um incremento no comprimento de

ondas do infravermelho.

A reflecténcia no espectro do UV é bastante comum em peixes (BENNETT et
al., 1996; CUMMINGS et al., 2003) e lagartos (STAPLEY e WHITING, 2006) e tem
sido sugerida como tendo uma fung¢do como um canal privado na comunicacéo visual de
algumas espécies de peixes, aumentando a conspicuidade para intraespecificos e, ao
mesmo tempo, diminuindo a chance de serem vistos por predadores (BENNETT et al.,
1996; CUMMINGS et al., 2003). Em anfibios anuros a reflectancia no UV tem
ganhando mais atencdo na comunicacao visual, uma vez que esses animais possuem
sensibilidade na retina entre as faixas de 280 a 540nm mediada por células
especializadas, bastonetes vermelhos, e pelo fato do UV estar amplamente distribuido
em taxa ndo aparentados (GOVARDOSKII e ZUEVA, 1974; EMMERSON et al., 1990;
SUMMERS et al., 2003; RIES et al., 2008; SZTATECSNY et al., 2010). Ademais, 0
UV tem sido apontado como um agente importante para a informacdo visual em
especies de reproducdo explosiva, atuando principalmente na comunicacgdo intrasexual,
facilitando o reconhecimento rapido dos sexos e evitando amplexos indesejados que
poderiam diminuir o sucesso reprodutivo individual (RIES et al., 2008; SZTATECSNY
et al., 2010).

O infravermelho (1V) também esta presente no espectro de reflectancia no dorso
de P. azureus conforme observado por Emerson e colaboradores (1990) para a Familia
Phyllomedusidae, e também nos flancos de P. azureus. Pithecopus azureus emite
vocalizagOes enquanto expde as partes visiveis dos flancos e, constantemente, patrulham
territorios em marcha lente procurando por fémeas e machos intrusos ou satélites
(FREITAS et al., 2008; COSTA et al., 2010; DIAS et al., 2014). Contudo, os flancos
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constituem as partes mais conspicuas, possuem a maior variacdo do sinal no espectro
que compreende a faixa de saturacdo do carotenoide e sé@o fortemente contrastantes
contra o fundo da vegetacdo, que geralmente constitui-se de folhas verdes. Pigmentos
carotenoides ja foram identificados como mediadores da coloracdo de sacos vocais de
Hyla arborea. Tal coloragdo aparenta ser um sinal honesto da qualidade dos machos,
uma vez que testes laboratoriais mostram a preferéncia de fémeas por machos que
possuem sacos vocais mais avermelhados (GOMEZ et al., 2009; RICHARDSON et al.,
2009). Dessa forma, é possivel que a regido dos flancos atue como canal privativo na
comunicagdo de P. azureus, da mesma forma que ocorre em peixes do género
Xiphophorus, aumentando a conspicuidade do sinal intraespecifico e, ao mesmo tempo,
conferindo uma vantagem na fuga de predadores, com mimetismo do espectro nédo
visivel do infravermelho (SCHWALM et al.,, 1977; EMERSON et al., 1990;
BAGNARA, 2003; TOLEDO e HADDAD, 2009).

A variacdo dos sinais no padrdo de manchas nos flancos pode ser observada
tanto nas formas quanto na area coberta pelas cores vermelho e preto. Essas manchas e
padrbes tem sido atribuidas a defesa em espécies do género Pithecopus na forma de
aposematismo (TOLEDO e HADDAD, 2009) mesmo estas apresentando o
comportamento de imobilidade ou encolhimento (“shrinking behavior”). O presente
estudo mostrou que existe dicromatismo sexual na espécie no tamanho das areas
vermelha e preta nos flancos, onde machos possuem maiores &reas de vermelho nos
flancos do que fémeas. E possivel que fémeas selecionem essa caracteristica, e toda a
variacdo no sinal tenha se originado e se mantido no contexto da selecdo sexual e ndo da
selecdo natural, como anteriormente sugerido (TOLEDO e HADDAD, 2009; ROJAS,
2016). Ademais, para que um sinal seja considerado aposematico € preciso que seja
simples e uniforme e ndo tenha muitas variagdes, para facilitar o aprendizado do
predador e manter sua associacdo entre o padrdo de manchas e a impalatabilidade
(ENDLER, 1988; ENDLER e MAPPES, 2004).

Pithecopus azureus é uma espécie de reproducdo prolongada. Machos podem
defender seus territorios por mais de uma estacéo reprodutiva (Capitulo 3) e, portanto, o
sinal do infravermelho nos flancos e UV no dorso podem estar envolvidos em contexto
intrasexual e também intersexual. Entretanto, esta hipoOtese deve ser testada para

descobrir a real importancia desses sinais do espectro néo visivel (IV e UV) na espécie.

18



CONCLUSAO

O presente trabalho descreve a reflectancia espectral em uma espécie do género
Pithechopus e, pela primeira vez, mostra a existéncia do sinal ultravioleta e
dicromatismo sexual em uma espécie do género (P. azureus). Dicromatismo sexual é
pouco estudado em anfibios e a sua ocorréncia vem sendo subestimada. Esse tipo de
dicromatismo pode estar presente de forma muito pouco evidente, como ocorre em P.
azureus, ou na forma de dicromatimo sexual dindmico (veja BELL e SAMUDIO,
2013). O dicromatismo dindmico pode ocorrer de forma brusca, como foi notado no

dorso da espécie, que é capaz de mudar de cor em pouco minutos.

Esse trabalho abre portas para o estudo de dicromatismo sexual na Familia
Phyllomedusidae, que pode ser mais comum do que imaginamos. Além disso, mostra
que o padrdo de manchas € muito variavel entre os individuos e, portanto, ndo deve ser
considerada caracteristica diagnostica para espécies do género, pois ndo esta atrelada a
fatores historicos e filogenéticos, mas sim a aspectos da ecologia reprodutiva e
comportamentais da espécie. Além disso, esse padrdo pode estar envolvido na
comunicacdo social, em contextos de identificacdo individual, no reconhecimento de

vizinhos proximos, e mediar a agressividade entre os individuos.

Estudos bioguimicos para caracterizar os pigmentos que constituem a coloracdo
avermelhada dos flancos, coxas e tibias, estudo da sensibilidade espectral da retina e
estudos comportamentais testando a preferéncia das fémeas por caracteristicas de
coloracdo e o sucesso reprodutivo dos machos sdo essenciais para entender selecdo

sexual em Phyllomedusidae.
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Capitulo 2 — Comportamento Acustico e Visual em Pithecopus azureus (Anura:
Phyllomedusidae): Qualidades Acusticas e Visuais de Machos Pareados e Nao-
pareados.

RESUMO

Nos anfibios anuros a vocalizacdo é a principal forma de comunicagdo intra- e
intersexual. Entretanto, estudos recentes sugerem que sinais visuais possam exercer um
papel importante na comunicagdo bimodal, mesmo em anfibios de habitos noturnos. No
presente estudo, investiguei a possivel funcdo das varidveis acusticas e visuais na
preferéncia de fémeas. Além disso, investigo se caracteristicas visuais e acusticas
refletem a condicdo corporal de individuos machos e as possiveis demandas conflitantes
entre a varidvel acuUstica da duracdo da nota e a reflectancia espectrofotométrica do
dorso e flanco em Pithecopus azureus. Os resultados do estudo mostram que machos
encontrados em amplexo possuem caracteristicas associadas as varidveis cromaticas do
dorso, que também refletem a sua condicdo corporal. Além disso, a maior parte dos
machos encontrados em amplexo possuem menor condicdo corporal, sugerindo a
existéncia de demandas conflitantes na duracdo do tempo de canto e varidveis de
reflectancia da cor vermelha no flanco. Dessa forma, o estudo mostra que componentes
da modalidade acustica e visual atuam de forma redundante na comunicagao intersexual

em P. azureus.

Palavras-chave: Sinal acustico, sinal visual, selecdo sexual, preferéncia de fémeas,
comunicacdo interespecifica, condi¢do corporal, demandas conflitantes.
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ABSTRACT

Anuran calling behavior is the main form of intersexual communication. However,
recent studies demonstrate that visual communication plays an important role in
bimodal communication even in nocturnal amphibians. In the present study, the possible
role of acoustic and visual variables in female preference was investigated through field
observations. In addition, we investigated whether visual and acoustic parameters reflect
male body condition and possible tradeoffs between call note duration and dorsal and
flank color reflectance variables for P. azureus. Results show that paired males have
particular characteristics associated with the dorsal chromatic reflectance variables,
which also reveal body condition of males, and that most males found in amplexus have
lower body condition. In addition, males exhibit possible tradeoffs in call note duration
and flank color variables. Finally, the study shows that acoustic and visual modality

components convey redundant information in intersexual communication in P. azureus.

Keywords: Acustic signal, visual signal, sexual selection, communication, female
preference, body condition, tradeoff.
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INTRODUCAO

A vocalizacdo pode ser considerada o comportamento mais conspicuo e
complexo dos anfibios anuros (DUELMANN e TRUEB, 1994; WELLS, 2006). Durante
0 periodo reprodutivo, sdo formados imensos agregados de sapos de diferentes espécies
em ambientes aquaticos (GERHARDT e HUBER, 2002) e a vocalizacéo é o principal
mecanismo de isolamento reprodutivo (BLAIR, 1941), atuando na atracdo das fémeas
conspecificas (RYAN, 1985; GERHARDT, 1991) e no estabelecimento de territdrios
entre machos (BEE e GERHARDT, 2001). Devido as suas diversas fungdes, o canto de
diferentes espécies apresenta graus variados de complexidade. A complexidade da
comunicacdo sonora nos anfibios pode ser avaliada pela enorme diversidade de sinais
acusticos existentes entre as espécies e pela variedade de componentes sonoros que
respondem de forma semi-independente a diferentes pressoes evolutivas (ROBILLARD
et al., 2006; ERDTMANN e AMEZQUITA, 2009). A evolugdo destas caracteristicas
sonoras pode ser influenciada por fatores de selecdo (sexual e natural), e também por
fatores estocasticos, atribuidos a respostas pleiotropicas e deriva genética (COCROFT e
RYAN, 1995; PODOS, 2000; GERHARDT e HUBER, 2002).

Embora os estudos de comunicacdo acUstica com anuros sejam relativamente
antigos (cerca de 100 anos; ver RAND, 2001), somente nos Gltimos 20 anos é que esses
estudos elucidaram diferentes funcdes desse comportamento reprodutivo (RYAN, 1985;
GERHARDT, 1991; COCROFT e RYAN, 1995, WILCZYNSKI et al., 1995;
MARQUEZ e BOSCH, 1997; WELCH et al., 1998; BOSCH e MARQUEZ, 2000; BEE
e GERHARDT 2001; GERHARDT e HUBER, 2002; RYAN e RAND, 2003; BOSCH e
DE LA RIVA, 2004; ROBILLARD et al., 2006). No inicio, com base na teoria da
evolugdo, os estudos concentravam-se primeiramente na identificagdo das relagdes
filogenéticas entre as espécies (RAND, 2001). No entanto, em meados do século XX,
houve uma grande contribuicdo da engenharia acustica e da neurofisiologia, mostrando
ndo somente a existéncia de uma relacéo intrinseca entre as propriedades espectrais do
canto e o pico de sensitividade dos orgdos auditivos dos individuos emissores e
receptores dos sinais acusticos (CAPRANICA, 1965), mas também a existéncia de uma
comunicacdo capaz de transmitir informacdes indutivas, que podem modificar o
comportamento de um ou mais individuos (BLAIR, 1968; ver em RAND, 2001). A
partir disso, surgiram e se tornam cada vez mais frequentes estudos sobre sele¢édo sexual
em anfibios (RYAN, 1985; GERHARDT, 1991, WELCH et al., 1998), evolucdo dos
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caracteres acusticos (COCROFT e RYAN, 1995; ROBILLARD et al., 2006;
ERDTMANN e AMEZQUITA, 2009) e a influéncia do ambiente na evolucio e
manutencdo dos cantos (ZIMERMANN, 1983; BOSCH e DE LA RIVA 2004,
ZIEGLER et al., 2011).

Um dos principais estudos de longo prazo sobre selecdo sexual em anfibios foi
conduzido na Costa Rica (RYAN, 1985). Esse estudo, utilizando como modelo uma
espécie de rd Engystomops pustulosus (Leiuperinae, Leptodactylidae), concluiu que a
complexa vocalizagcdo da espécie era formada por duas notas, um gemido “whine”,
seguido ou ndo, por um ou até seis estalos “chucks”, as quais eram responsaveis
respectivamente, pelo reconhecimento especifico e pela atracdo das fémeas. O canto
nesta espécie se torna mais atrativo para fémeas a medida que o macho insere mais
estalos ao canto, os tornando energeticamente mais custosos e aumentando sua
exposicdo aos predadores. A frequéncia dominante dos estalos é negativamente
correlacionada ao tamanho dos machos (machos maiores possuem cantos mais graves,
com frequéncias mais baixas), evidenciando um componente que pode indicar qualidade
e sofrer presséo de selecdo sexual (RYAN, 1985; GERHARDT e HUBER, 2002).

Gerhardt (1991) prop6s classificar as propriedades do canto em dinamicos e
estaticos, baseando-se principalmente na variacdo encontrada no canto de cada macho e
entre os machos de trés espécies de sapos da familia Hylidae. Dessa forma,
propriedades estaticas sdo altamente estereotipadas entre e dentre machos, enquanto que
as variaveis dinamicas podiam variar profundamente numa Unica série de vocalizacdes
de um individuo. Fémeas de Dryophytes versicolor utilizam caracteres dindmicos, mais
custosos, (duracdo do canto, numero de pulsos e razdo de cantos por minuto) na selegcéo
de machos (GERHARDT, 1991). Essa preferéncia permite que fémeas escolham
parceiros reprodutivos com melhor qualidade genética, o que foi demonstrado testando
0 desempenho dos girinos, sugerindo que o modelo dos bons genes seria a melhor
explicacdo para evolucdo e manutencdo das preferéncias sexuais nesta espécie (WELCH
etal., 1998).

Apos anfibios anuros tornarem-se um modelo bem estabelecido nos estudos de
comunicacdo acustica, tanto da influéncia do canto na preferéncia das fémeas quanto no
estabelecimento de territorios, surgiram entdo questBes paralelas relacionadas a
comunicagdo visual nos ultimos dez anos, incluindo a atuagdo do saco vocal,
comportamento de “foot flagging”, e coloracdo (HODL e AMEZQUITA, 2001;
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AMEZQUITA e HODL, 2004; ROSENTHAL et al., 2004; TAYLOR et al., 2007;
TAYLOR et al., 2008; GOMEZ et al., 2009; SZTATECSNY et al., 2010; DE LUNA et
al., 2010; TAYLOR et al., 2011, SZTATECSNY et al., 2012). No entanto, informacdes
sensoriais multiplas, ou sinais bimodais, podem aprimorar a decisdo das fémeas na
escolha por parceiros, simplesmente por aumentar as informac@es disponiveis sobre a
qualidade dos machos (CANDOLIN, 2003). Em ras-tungara (E. pustulosus) fémeas
expressam preferéncia por sinais multimodais resultantes principalmente da informacéo
visual do inflar e desinflar do saco vocal gerada simultaneamente com a informacéo
acustica das vocalizagcBes, mesmo sendo estas transmitidas em baixa amplitude (dbs)
(ROSENTHAL et al., 2004). Numa espécie de perereca arboricola de habitos noturnos,
Dryophytes squirellus, o estimulo visual do saco vocal aumenta a atratividade dos
cantos menos atrativos, gerando maior preferéncia das fémeas por sinais bimodais
(TAYLOR et al., 2011). Em espécies de anfibios da Familia Dendrobatidae, a atracéo
das fémeas pelos sinais acusticos e o comportamento territorial também é modulada
pela presenca da informacdo visual, que pode ser tanto pela expansdo do saco vocal
quanto pelo simples movimento do individuo (ROSENTHAL et al., 2004; NARINS et
al., 2005; DE LUNA et al., 2010).

Estudos da importancia de cores e do padrdo de cor atuando como sinais
bimodais em anuros estdo cada vez mais frequentes (SUMMERS et al., 1999; SIDDIQI
et al., 2004; MAAN e CUMMINGS, 2008; GOMEZ et al., 2009; DE LUNA et al.,
2010; GOMEZ et al., 2010; SZTATECSNY et al., 2010, SZTATECSNY et al., 2012;
TAYLOR et al., 2007). Alguns destes trabalhos foram realizados com espécies de
anuros de reproducdo explosiva (Rana temporaria e R. arvalis), que mostraram que
cores nestas espécies atuam em um contexto intrasexual, ajudando machos a identificar
e localizar outros machos em grupos adensados de individuos, evitando custos de
amplexos indesejaveis (DE LUNA et al., 2010; SZTATECSNY et al.,, 2010,
SZTATECSNY et al., 2012). Outros trabalhos, utilizando espécies aposematicas e de
habitos diurnos, pertencentes a Familia Dendrobatidae, mostram que as variaveis de cor
e os padrbes de coloragdo atuam na comunicagédo tanto intra- quanto inter-sexual. Em
contextos intra-sexuais, padrdes de cor influenciam no estabelecimento de territdrios
entre machos (DE LUNA, 2010). Em contextos inter-sexuais, foi estabelecida a
existéncia de preferéncia das fémeas em acasalar com machos que possuem atributos da

mesma populacdo e machos com maior quantidade de sinal aposematico, mais vistosos
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e brilhosos, que poderiam aumentar a adaptabilidade da prole em deter predadores
(SUMMERS et al., 1999; MAAN e CUMMINGS, 2008).

Em sapos noturnos arboricolas da Familia Hylidae foi demonstrada a existéncia
de preferéncia das fémeas pelo padrdo de coloracéo lateral em Dryophytes squirellus.
Fémeas desta espécie preferem se acasalar com machos que possuem faixa laterais e
labiais mais largas (TAYLOR et al., 2007). Em outra espécie, Hyla arborea, existe
preferéncia das fémeas pela coloracdo presente no saco vocal, que é atribuida ao
pigmento carotenoide, um sinal honesto da qualidade individual (GOMEZ et al, 2009;
RICHARDSON et al., 2009; GOMEZ, 2010).

Entretanto, caracteristicas associadas ao sucesso reprodutivo e sobrevivéncia
individual estdo sempre sujeitos a demandas conflitantes. Em aves, por exemplo, ja foi
verificado que a alocacdo de recursos para atividades custosas, como 0 comportamento
vocal, pode limitar a alocacdo de recursos em outras atividades, como a producao e
manutengdo de cores na plumagem (BADIAEV et al., 2002). Em anuros pouco se
conhece sobre demandas conflitantes na alocacdo de energia para a producdo de sinais
bimodais, ou que possam atuar de forma bimodal, como os sinais acusticos e visuais

encontrados em membros do género Pithecopus.

O objetivo principal do presente trabalho é descrever a relacdo das variaveis do
canto, de cor e do padrdo de manchas no flanco com os padrBes de acasalamento em
Pithecopus azureus. Observacdes em campo do comportamento reprodutivo e analises
comparando machos pareados e ndo-pareados foram utilizados para (1) estimar as
preferéncias sexuais de fémeas por caracteristicas acusticas e visuais de machos; (2)
determinar a relacdo entre varidveis da modalidade visual e modalidade acUstica com a
condicéo corporal dos individuos, com a premissa de que, se existe correlagdo de cor e
padrdes de coloracdo com a condicao corporal, é possivel que as fémeas possam utilizar
esses sinais para avaliar a qualidade dos individuos; e (3) estabelecer as relacfes entre a
variavel do sinal acustico de tempo de canto e as variaves de cores, com a premissa de
que, se existem correlagdes negativas entre elas, € possivel que uma modalidade esteja

recebendo maior alocagé@o dos recursos energéticos.

MATERIAL E METODOS
Espécie de Estudo e Comportamento
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A Familia Phyllomedusidae compreende alguns dos anfibios mais carismaticos
do mundo devido principalmente a coloracdo dorsal esverdeada, pupilas na posicéo
vertical, habito estritamente arboricola, ovos terrestres e presenca de coloragédo
conspicua na regido dos flancos, presente na maior parte das espécies (ALVARES,
2009, FAIVOVICH et al., 2010; DUELLMAN et al., 2016). E constituida por 62
espécies, distribuidas em 8 géneros ocorrendo entre o México e Argentina
(FAIVOVICH et al., 2010; DUELLMAN et al., 2016, FROST, 2017).

Comportamentos visuais elaborados j& foram bastante documentados na Familia
mas sua fungdes ainda sdo desconhecidas (ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; HODL e
AMEZQUITA 2001; JANSEN e KOHLER, 2008; CALDWELL, 2010). Em Agalychnis
callidryas, a comunicacgdo visual é bastante evidente e complexa (RYAN, 1985) e em
interagBes agonisticas, machos produzem tremulagBes nos ramos das arvores e a
frequéncia das tremulagBes estd correlacionada com o tamanho dos machos
(CALDWELL, 2010). Outros comportamentos ja observados no género Pithecopus
envolvem movimentos das maos (“hand-waving ), descrito para P. azureus, ou engodo
pedal, ou movimentos bruscos com as pernas (“pedal luring” ¢ “leg kicking”) para
Phyllomedusa. sauvagi, P. burmeisteri e P. boliviana (HODL e AMEZQUITA 2001;
BERTOLUCI, 2002; ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; JANSEN e KOHLER, 2008).
Entretanto, ndo existe, até o presente momento, estudo sobre o uso da comunicacao
visual e as possiveis funcGes da coloracdo conspicua existente nos flancos de machos e

fémeas na Familia.

O género Pithecopus possui 10 espécies distribuidas na América do Sul
(DUELLMAN et al., 2016; FROST, 2017). O género é caracterizado pela coloracao
dorsal verde, pupila na posicdo vertical, auséncia de membranas interdigitais, dedos
oponiveis e ovoposi¢cdo aderida ao interior de uma folha dobrada pendente sobre a
lamina da agua (CARAMASCHI, 2006; DUELLMAN et al., 2016). E comum as
especies do género uma coloracdo conspicua nos flancos, coxas e tibias dos individuos,
que pode variar tanto na cor (amarelo, laranja e vermelho) quanto nos padrées de forma
(ocelos, barras e reticulados). Esse padrdo de manchas nos flancos ja foi utilizado para
identificar individuos de P. oreades e P. megacephalus em estudos de monitoramento e
historia natural das espécies, e parece ser um sinal individual especifico (DE
OLIVEIRA, 2011; CANDIDO, 2013). No entanto, ndo se sabe qual a variacdo que

existe entre os individuos.
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Pithecopus azureus é uma espécie que possui coloragdo conspicua avermelhada
nos flancos, coxas e tibias em padrdo de barras intercaladas com preto
(CARAMASCHI, 2006). Possui ampla distribuicdo associada as formacdes abertas do
Bioma Cerrado. E relativamente abundante, podendo ser encontrada mesmo em areas
alteradas (COSTA et al., 2010; DIAS et al., 2014) e vocaliza em arbustos e gramineas
as margens de pogas naturais ou artificiais e brejos durante os meses de outubro a margo
(FREITAS et al., 2008; COSTA et al., 2010). Individuos de P. azureus s&o
territorialistas e defendem os territorios utilizando cantos agressivos e embates corporais
(COSTA et al., 2010; HAGA et al., 2017).

Area de Estudo

Foram estudadas duas populagdes de P. azureus encontradas em pocas artificiais
situadas em (1) uma éarea de cerrado degradado na Fazenda Agua Limpa (FAL) da
Universidade de Brasilia (47° 56" 46,30" O; 15° 58' 35,11" S), e (2) em uma nascente
situada na regido do Cdérrego do Urubd, Brasilia-DF (47° 51' 40" O; 15° 41' 52,47 S).

A FAL possui aproximadamente 4.500 hectares de cerrado, estando inserida na
Area de Protecdo Ambiental (APA) Gama Cabeca de Veado e a Area de Relevante
Interesse Ecologico (ARIE) Capetinga/Taquara, situada no Distrito Federal e distante
apenas 28 quildmetros do centro de Brasilia. A poca situada na FAL possui
aproximadamente 600m? e a vegetacdo predominante em seu entorno é de gramineas
(Bracchiaria sp. e Cyperaceae), seguida por pequenos arbustos pertencentes as Familias

Solanaceae, Melastometaceae, Malvaceae e Fabaceae.

A éarea do Corrego do Urubu faz parte do Ndcleo Rural Cérrego do Urubu,
pertencente a Regido Administrativa do Lago Norte — RA XVIII, situada
aproximadamente a 12 km do centro de Brasilia, constituida principalmente por
chécaras. A poca nessa area possui aproximadamente 300m? e a vegetacdo marginal
predominante € composta por arbustos da Familia Melastometaceae, Malvaceae e

Fabaceae, bambus e gramineas, em sua maioria (Bracchiaria sp.).
Amostragem
As amostragens consistiram na busca ativa por individuos machos e fémeas

isolados e casais em amplexo de P. azureus, com a utilizagdo de lanternas de luz

noturna (infravermelho), para evitar interferéncias nos padrdes de atividade dos
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individuos (BUCHANAN, 1993). As visitas aos sitios amostrais foram realizadas nos
horérios de atividade da espécie (20:00 h — 05:00 h), trés dias por semana, intercalando
as visitas entre as localidades FAL e Urubu, nos seguinte periodos: fevereiro de 2014;
novembro de 2014 a fevereiro de 2015; dezembro de 2015 a marco de 2016; e
dezembro de 2016. Essas amostragens compreenderam dois periodos reprodutivos
completos, além de algumas observagdes mais restritas em 2014 e 2016.

Foram gravadas as vocalizagdes dos machos territoriais com gravador digital
portatil Marantz PMD 660, em raz8o de amostragem de 48 kHz e resolucdo de
amplitude de 16 bits, e microfone direcional Senheisser ME-67. Ao final de cada
gravacdo os animais foram capturados e imagens fotogréaficas da regido lateral (flanco)
direita e dorsal dos sapos foram registradas com cémera digital Cannon (modelo
PowerShot ELPH 110 HS) contra uma régua, para servir de escala na analise dos
padrGes de manchas. Em seguida, os individuos foram pesados com a utilizagdo de
balancas de precisdo do tipo Pesola e tomadas as medidas do comprimento rostro-

uréstilo (CRU) com paquimetro milimétrico.

As medidas de reflectancia (RE) foram tomadas com o auxilio de um
espectrofotdbmetro Ocean Optics USB4000 e uma fonte de luz de xendnio pulsante PX-2
(Ocean Optics, Dunedin, Florida), que fornece iluminacdo no espectro ultra-violeta,
infra-vermelho e visivel para humanos (300-900nm). Um segurador de fibra Optica, em
aluminio anodizado, com angulo de 45° foi utilizado para (1) reduzir brilho e reflexdo
especular, (2) eliminar luz do ambiente, e (3) padronizar a distancia de 2 mm entre a
sonda e pele, e uma area de varredura em 2 mm de didmetro (SZTATECSNY et al.,
2010). Um branco puro WS-1 (Ocean Optics) foi utilizado para calibrar o
espectrofotdmetro entre cada medicdo. Selecionei uma area situada na regido central no
dorso e pontos com maior area vermelha no flanco direito para a amostragem, por serem
regibes do corpo com coloracdo mais contrastante e mais visivel para conspecificos.
Para fins da andlise, foram usadas as médias de trés medidas repetidas de cada uma

dessas regides escaneadas.

Todos os individuos foram marcados utilizando etiquetas fluorescentes (ALPHA
Tags) e soltos nos seus respectivos locais de captura. As localidades do registro de cada
individuo foram registradas com a utilizacdo de Sistema de Posicionamento Global

(GPS Garmin) e sinalizadas no campo com fitas coloridas.
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Analise de Dados

Os dados acusticos foram analisados com o programa RAVEN 1.4
(BIOACUSTIC RESEARCH PROGRAM, 2011) e os parametros para gerar 0S
espectrogramas foram: janela tipo = “Hann”, pontos de resolucdo (FFT) = 256, filtro de
comprimento de onda (3db) = 270 Hz e tamanho (DFT) = 256 amostras. As variaveis
analisadas foram: duracdo do canto, nimero de pulsos por nota, frequéncia dominante,
frequéncia maxima e frequéncia minima, amplitude de frequéncia (freq. max. — freq.
min.), frequéncia dominante do primeiro pulso e do ultimo pulso e a modulagdo na
frequéncia, calculada pela diferenca entre a frequéncia dominante do ultimo pulso e a
frequéncia dominante do primeiro pulso, conforme KOHLER e colaboradores (2017).
As fotografias do padrdo de manchas no flanco (PMF) foram analisadas utilizando o

programa ImageJ e foram extraidas medidas da raz&o da cor vermelha com relagdo a

area vermelho

, 4 t
area total do flanco ( w)

), razdo da cor preta sobre a area total (

area total area total

area vermelho

razdo do sinal ( ). As andlises de reflectdncia (RE) foram realizadas

area preto

utilizando o pacote PAVO no programa estatistico R e foram tomadas medidas das
variaveis cromaticas, como: saturacdo do croma (S8), matiz (H3), saturacdo na faixa
que compreende pigmentos carotenoides (S9) (somente para regido do flanco) e
saturacdo do ultravioleta (UV) (somente dorso), e variavel acromatica: Brilho (B2)
(MAIA et al., 2013).

Os procedimentos estatisticos e testes de hipoteses foram realizados
separadamente para cada um dos conjuntos de dados que compreendem as modalidades
visual (PMF e RE) e acustica, devido ao nimero de amostras serem diferentes entre as

modalidades.

Procedimentos Estatisticos

Todos os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
heterocedasticidade (teste de Bartlett) antes das analises estatisticas e quando necessario
foram empregados modelos matematicos para corrigir possiveis desvios de distribuicao.

Os “outliers” detectados foram excluidos das analises.

As caracteristicas de canto e cor que podem ser importantes na preferéncia das
fémeas foram averiguadas levando-se em consideracdo quais as diferencas entre o0s
machos encontrados pareados e ndo-pareados (MORRIS, 1989; MORRISON et al.,
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2001; PENG et al., 2013). Primeiramente, utilizei uma Anélise de Componentes
Principais (PCA) e uma matriz de correlacdo, para reduzir o nimero de variaveis
explicativas pertencentes as modalidades visual e aclstica em eixos candnicos, ou
componentes principais independentes, que maximizam a variacdo dos dados e
eliminam as correlacdes entre as variaveis independentes (QUINN e KEOUGH, 2002).
Em seguida, foram elaborados Modelos Lineares Generalizados com distribuigéo
binomial do erro, também chamada de Regressdo Logistica Binaria, para avaliar a
relacdo entre as variaveis explicativas (componentes principais das variaveis de PMF,
RE e canto) e a varidvel resposta (machos pareados ou ndo-pareados), sendo as
variaveis de localidade e indice de massa corporal (SMI: ver abaixo) utilizadas como
co-variaveis. A adequacdo do modelo logistico foi verificada através do teste de Qui-
quadrado (X?) de Wald. O valor critico para determinar a significancia estatistica dos

modelos foi definido como P<0,05.

O indice de massa corporal foi calculado utilizando o método de PEIG e
GREEN (2009), conhecido como “Scaled Mass Index” (SMI) e utilizado em estudos de
aptiddo individual de répteis e anfibios em areas alteradas (SASAKI et al, 2016). Esse

indice é computado de acordo com a formula abaixo:

swi = pif

Ci
Onde P e C sdo medidas de peso e comprimento do corpo do individuo i,
respectivamente; Co € o valor da média aritmética do comprimento da populacdo
estudada; bSMA é o exponente escalonar calculado pela regressdio SMA (Eixo Maior

Padronizado) de P em C, ou indiretamente dividindo a inclinacdo da reta da regressao
de P e C, pelo coeficiente r da correlacéo de Pearson (PEIG e GREEN, 2009).

Para testar se existe relacdo entre SMI e varidveis das modalidades acustica e
visual foram realizadas regressdes simples entre SMI e valores dos eixos candnicos,

resultado da PCA, separadamente para cada uma das modalidades visual e acustica.

Por fim, a relacdo entre as varidveis de coloragdo e duragdo do canto foi avaliada
por meio de um modelo linear generalizado (GLM) utilizando os auto-vetores da PCA.
A significancia do modelo foi testada com teste de Qui-quadrado (X%) de Wald. O valor

critico para determinar a significancia estatistica dos modelos foi definido como P<0,05.
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Todas as andlises estatisticas foram conduzidas com o programa estatistico R
versdao 0.97.551 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011)

RESULTADOS

Durante o periodo de amostragem foram capturados 137 individuos de P.
azureus, porém cinco machos apresentaram valores extremos (“outliers”) e foram
excluidos das analises. Dentre individuos capturados, 112 eram machos e 25 eram
fémeas, representando uma razdo sexual de pouco mais que 4 machos para 1 fémea
(4:1). Dentre os machos capturados, 18 se encontravam em copula e 94 ndo foram
vistos copulando. Cépulas ocorrem sempre em noites de chuvas, ou logo apds fortes
chuvas. Os mesmos machos foram encontrados defendendo territorios reprodutivos por
mais de uma estacao reprodutiva. Fémeas ndo-pareadas foram encontradas em folhas de
arbustos marginais as pogas, na posi¢do de postura de ovos, em uma distancia de 2,1 +
7,3 (0,3 — 2,3; N=7) metros do individuo macho mais proximo em atividade vocal.
Algumas fémeas foram observadas passando de poleiro em poleiro e de arbusto em
arbusto, dobrando folhas como se estivessem “testando” a dureza das folhas nos
territérios dos machos (N=7, 42%). Esse comportamento pode determinar os tipos de
folhas e arbustos que podem influenciar a escolha de fémeas por sitios de ovoposicao.
Ademais, a recaptura de algumas fémeas (N=4) mostra a fidelidade de sitio reprodutivo
(N=2) e que podem ter pelo menos dois eventos de ovipostura por estacdo reprodutiva
(N=2).

Um total de 523 cantos de 49 individuos (11 cantos/individuo) foram gravados
durante o estudo, sendo 13 pertencentes a machos encontrados em amplexo e 36 de
individuos ndo-pareados (Tabela 1). A modulagéo de frequéncia (FM) foi observada no
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Figura 1. Sonograma do canto de anuncio de Pithecopus azureus. (A) Oscilograma, (B)
Oscilograma do canto, (C) espectrograma e (D) espectro de poténcia.



canto de anuncio, descrita e utilizada nas analises (Figura 1).

Para as analises dos sinais visuais, foram tomadas medidas do padrdo de flanco
de 110 individuos, dos quais 18 eram machos pareados e 92 eram machos ndo-pareados.
Os dados de reflectancia foram extraidos de sete individuos machos em amplexo e 29
ndo-pareados, totalizando 36 machos analisados. Por fim, a analise da relacdo entre a
duracdo do canto e reflectancia foi realizada com amostras de 16 individuos machos que

foram ao mesmo tempo gravados e para os quais foi possivel obter os dados de cor.

Sinal Visual
Padrdo de Manchas no Flanco

A PCA mostra a correlacéo entre as variaveis razdo de vermelho e raz&o do sinal
com o componente principal 1 e que rettm 78% da variacdo dos dados. O componente
principal 2 retém 20% da variacdo dos dados e mostra a correlagcdo entre a razdo de
vermelho e a raz&o de preto nos flancos (Tabela 2).

Tabela 2. Valores dos componentes principais das variaveis de padrdo de manchas no
flanco.

Variaveis Auto-Vetores

Componente 1 Componente 2
Razdo do sinal -0.645 -
Razdo de vermelho -0.519 0.766
Razdo de preto 0.561 0.64
Variacao 78% 20%

O modelo da regressdo logistica ordinal utilizando os componentes principais do
padrdo de manchas do flanco de P. azureus + Localidade + SMI, ndo mostrou diferenca
entre machos pareados e ndo-pareados e entre as localidades coletadas (FAL e Urubu)
(Localidade: Wald X? = 0,0169, df = 1, N = 110, P = 0,896). Fémeas de P. azureus néo
parecem exercer nenhum tipo de preferéncia pelos padrdes de manchas no flanco de
machos, uma vez que ndo existe diferenca significativa entre machos pareados e ndo-
pareados nos componentes principais 1 e 2 (Componente 1: Wald X*> = 0,535, df = 1, N
=110, P = 0,464; Componente 2: Wald X? = 0,1804, df = 1, N = 110, P = 0,671). Além
disso, machos encontrados pareados possuem indices corporais menores que machos
ndo pareados (SMI: Wald X? = 5,6082, df = 1, N = 110, P < 0,01).

De acordo com a regressdo linear, ndo existe relacdo entre as variaveis dos

componentes principais do padrdo de manchas no flanco e massa corporal (SMI) em P.
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azureus (Componente 1: R? = -0.0081, tj 103 = 0.35, P = 0.72; Componente 2: R? = -
0.0079, t1,108 =-0.381P= 0.70).

Reflectancia Espectral

O modelo para testar as diferencas entre machos pareados e nédo-pareados
utilizando os valores da PCA das variaveis de reflectancia de P. azureus + localidade,
mostrou que existe diferenca entre as localidades FAL e URUBU (Localidade: Wald X?
= 8,9484, df = 1, N = 36, P < 0,005) e para tratar a ndo independéncia dos dados, a
localidade Urubu, que possui apenas 1 registro de macho pareado, foi retirada do

modelo.

De acordo com o resultado da PCA para a localidade FAL, o componente
principal 1, que explica 34% da variacdo dos dados, é representado principalmente pelas
varidveis de reflectancia do dorso, com valores positivos para o croma (S8 dorso) e
matiz (H1_dorso), e com valores negativos para o ultravioleta (UV) e brilho
(B2_dorso). O componente 2 explica principalmente a correlacéo e valores negativos do
brilno (B2_flanco) e matiz (H1_flanco) no flanco e matiz no dorso (H1_dorso), e
compreende 19% da variacdo dos dados. O componente principal 3, representado pelas
variaveis croma (S8_flanco) e matiz (H1_flanco) no flanco, explicam 17% da variacéo
dos dados. Finalmente, o componente 4, com 11% da variacdo, é correlacionado com a
saturacdo no espectro do carotenoide (S9_flanco), com valor negativo, e matiz e UV do
dorso (H1_dorso e UV_dorso) com valores positivos (Tabela 3).

Tabela 3. Valores dos componentes principais das variaveis de reflectancia espectral do
dorso e flanco.

Auto-Vetores

Componente Componente Componente Componente

Variaveis 1 2 3 4
Brilho flanco - -0.728 -0.253 -
Croma flanco - -0.22 -0.733 -0.25
Croma carotenoide -0.262 -0.259 0.302 -0.611
Matiz flanco -0.192 -0.414 0.441 -0.166
UV dorso -0.467 -0.113 0.156 0.432
Croma dorso 0.562 - -0.275 -0.271
Brilho dorso -0.466 - - -
Matiz dorso 0.371 -0.399 0.113 0.51
Variacdo 34% 19% 17% 11%

Conforme o resultado da regressdo logistica ordinal, 0 modelo ndo explica as

diferencas entre os machos pareados e ndo-pareados com 0s componentes principais 1,
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2 e 3 (Componente 1: Wald X? = 1,5638, df = 1, N = 18, P = 0,21; Componente 2: Wald
X? = 2281, df =1, N = 18, P = 0,22; Componente 3: Wald X? = 2,7444, df = 1, N = 18,
P =0,09). O modelo que melhor explica as diferencas nas variaveis de reflectancia entre
machos pareados e ndo-pareados foi o componente principal 4 (Componente 4: Wald X?
= 7,8515, df = 1, N = 19, P << 0,01), representado pelas varidveis com valores
negativos da saturacdo do carotenoide (S9_flanco) e valores positivos de matiz e UV no
dorso. Portanto, as fémeas de P. azureus em amplexo foram encontradas com machos
que possuem maiores valores de matiz e UV no dorso e menores valores da saturacdo na
faixa do carotenoide nos flancos (S9) (Figura 2).

Componente Principal 4

0.0 ‘

Pareado Nao-pareado

Figura 1. Diferenca entre machos pareados e ndo-pareados no Componente Principal 4,
resultado da PCA das variaveis de reflectancia.

N&o encontramos relacdo significativa na coloracdo de P. azureus com o indice
de massa corporal (SMI). No entanto, 0 componente principal 2 apresentou valores
marginalmente significativos (Componente 2: R? = 2,118, t414 = 2,118, P = 0,05). Esse
componente 2 descreve os valores negativos para todas as variaveis de reflectancia,
exceto as variaveis do croma e brilho no dorso (S8 _dorso e B2_dorso) (Tabela 2). As
variaveis que mais contribuem com o eixo-candnico 2 sdo brilho e matiz do flanco
(B2_flanco e H3_flanco), seguidas por matiz do dorso (H3_dorso) e reflectancia da
faixa que compreende carotenoide (S9). Portanto, animais com melhor indice de massa
corporea (SMI) podem apresentar maiores valores dessas variaveis de reflectancia,

principalmente, brilho e matiz no flanco, seguida por matiz no dorso, variavel apontada
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pelo modelo RLO responsavel por explicar diferencas entre machos pareados e nédo-
pareados (Figura 3).
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Figura 3. Diferenca entre machos pareados e ndo-pareados no Componente Principal 2,
resultado da PCA das variaveis de reflectancia.

Sinal Acustico

Os auto-vetores, resultado das variaveis acusticas em P. azureus, mostram que 0
componente principal 1, com 40% da variacdo dos dados, corresponde & correlagdo
entre as variaveis espectrais (frequéncia méaxima, frequéncia do altimo pulso, frequéncia
dominante e frequéncia do primeiro pulso) apresentando valores negativos, e a relacdo
das variaveis temporais (tempo do canto e numero de pulsos por canto) com valores
positivos (Tabela 4). Os componentes principais 2 e 3 explicam 20% e 16% da variacéo,
respectivamente. O componente 2 é representado, principalmente, pelas variaveis
frequéncia minima, com valores negativos, e amplitude de frequéncia, com valores
positivos. O componente 3 é explicado pela modulacdo de frequéncia (FM) e valor

negativo para frequéncia dominante do primeiro pulso.
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Tabela 4. Analise de componentes principais das variaveis do canto de anuncio.

Variaveis Auto-Vetores
Componente Componente Componente Componente

1 2 3 4
Frequéncia maxima -0.433 0.269 -0.217 -0.141
Frequéncia dominante -0.382 -0.239 - -0.319
Frequéncia minima -0.128 -0.607 0.217 -
Amplitude de frequéncia -0.221 0.562 -0.284 -
Duracéo do canto 0.392 - -0.239 -0.523
Pulso/canto 0.38 -0.117 -0.211 -0.547
Freg. dom. no 1° pulso -0.36 -0.303 -0.41 -
Freg. dom. no ultimo pulso -0.417 - 0.276 -0.428
Modulagdo de Frequéncia - 0.282 0.69 -0.329
Variacao 40% 20% 16% 10%

De acordo com o modelo logistico ordinal, ndo existe diferenca significativa nos
componentes principais da PCA entre machos de P. azureus pareados e ndo-pareados
(Componente 1: Wald X? = 0,2222, df = 1, N = 47, P = 0,63; Componente 2: Wald
X?=0,0718, df = 1, N = 47, P = 0,78; Componente 3: Wald X? = 3,4282, df = 1, N = 47,
P = 0,06; Componente 4: Wald X*> = 0,3621, df = 1, N = 47, P = 0,54). Embora 0
componente 3 ndo seja significativo (P = 0,06) é possivel que exista uma tendéncia nas
diferencas entre machos de P. azureus encontrados em amplexo e aqueles ndo pareados
na modulacdo de frequéncia (FM) e na frequéncia dominante do primeiro pulso.
Individuos acasalados parecem exibir uma tendéncia de possuirem cantos com menor
modulagédo na frequéncia e frequéncia mais aguda no primeiro pulso do canto (Figura
4). A unica diferenca estatistica significativa encontrada no modelo entre machos
pareados e n3o-pareados é a variavel de fndice de massa corporal (SMI: Wald X? =
7,3782,df =1, N =47, P <0,01), onde machos acasalados exibem menor SMI.
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Figura 4. Diferenca entre machos pareados e ndo-pareados no Componente Principal 3,
resultado da PCA das variaveis acusticos.

Encontramos que alguns aspectos da modalidade acustica estdo associados com
0 indice de massa corporal em P. azurea (Figura 5). A variacdo do componente
principal 1, que descreve as varidveis espectrais com valores negativos e valores
positivos para as variaveis temporais, esta relacionada com SMI (Componente 1: R2 =
0,2521, t442 = 3,227, P < 0.005). Assim, temos que machos com maior indice de massa
corporal (SMI) possuem cantos mais longos e com maior niumero de pulsos e machos

com menor indice de condicdo corporal (SMI) possuem cantos mais graves (Tabela 4).

Componente Principal 1

T
2.8 3.0 3.2 3.4 3.6

Condicao Corporal

Figura 5. Relacéo entre a massa corporal (SMI) e o componente principal 1, resultado
da ACP das variaveis dos sinais acusticos.
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Tabela 1. Estatistica descritiva dos sinais acusticos e visuais em machos de P. azureus (pareados e nao-pareados) e a valores da Regressdo Logistica Ordinal e Regressao Linear dos
Componentes Principais de ACP.

Sinal Visual Média + DP CcVv Média + DP Média + DP Regressdo Logistica Ordinal
Manchas no Flanco Total (N=110) & Pareados (N=18) & Né&o-pareados (N=92)  Auto-vetores  Wald X? P
Razdo do sinal 1.86 £0.53 28.2 1,97 £ 0,47 1,86 £0,42 Componente 1 0,733 0,46
Raz&o de vermelho 0.45+0.06 13.2 0,45+ 0,04 0,44 + 0,05 Componente 2 0,426 0,67
Razéo de preto 0.25+£0.05 20.0 0,24 £ 0,04 0,25+ 0,05 Localidade -0.13 0,89
SMI 3.68+0.94 6.2 3.15+£0.21 3.28+0.20 SMI 2.311 0,02*
Reflec. Espectrométrica Total (N=36) & Pareados (N=7) & N&o-pareados (N=32)

Matiz dorso (H1) 584.1+111.8 19.2 655.2 + 122.8 566.8 + 104.1 Componente 1 1.5638 0.21
Brilho dorso (B2) 528.6 + 103.4 19.6 506.7 + 82.4 533.9 £ 108.5 Componente 2 1.4526 0.22
Saturacao dorso (S8) 1.90+0.38 19.9 1.95+0.34 1.89+£0.39 Componente 3 2.7444 0.09
Saturagdo do UV (UV) 0.19+£0.04 18.8 0.20 £ 0.03 0.19+0.04 Componente 4 7.8515  0.005**
Matiz flanco (H1) 658.3+65.1 9.9 683.2 + 42 652.3 + 68.8 SMI 1.3226 0.25
Brilho flanco (B2) 787.2+£233.1 29.6 791.6 £+ 268.4 786.1 £ 229 SMIxComp.2 t=2.118 0.05°
Saturacdo flanco (S8) 2.21+0.31 14.2 2.14+0.34 2.23+0.31

Saturacdo Carotendide (S9) 1249 +£43.25  346.3 456 +£7.23 144+ 48

Sinal AcUstico Total (N=49) & Pareados (N=13) & Nao-pareados (N=36)

Freq. minima (Hz) 1405 + 115.3 8.2 1431 + 68 1390 + 121 Componente 1 0.2222 0.63
Freq. dominante (Hz) 2135+ 84.7 4.0 2121 + 80 2134 + 85 Componente 2 0.071 0.78
Freg. maxima (Hz) 2657 £124.3 4.7 2651 + 93 2651 + 129 Componente 3 3.4181 0.06°
Freq. delta 1252 £ 177 14.2 1220 + 89 1261 + 199 Componente 4 0.3621 0.54
Tempo (mseg) 0.04 £0.01 24.1 0,045 £ 0,008 0,043 £ 0,01 Localidade 0.4342 0.51
Pulso 455+ 0.99 21.7 51 4+1 SMI 7.3782 0.006**
Freq. 1° pulso 2202 +113.9 5.1 2236+ 75 2177 £ 112 SMIxComp.1 t=3.227 0.002**
Freq. 2° pulso 2022 £ 99.5 49 1998 + 92 2015+ 92 SMIxComp.2  t=1.797 0.07
FM 179.9 £ 100.3 55.7 220.9 £ 83.9 165.1 + 102.6
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Demandas Conflitantes no Sinal Acustico e Visual em Pithecopus azureus

Quando investigado se sinais visuais de reflectancia sdo correlacionados com
aspectos temporais do canto, foi encontrado que o tempo possui uma relacdo negativa
significativa com o componente principal 3, que representa 22% da variacdo dos dados
(Componente 3: Wald X*> = 5,8215, df = 1, N = 16, P < 0,05) (Figura 6). Esse
componente principal € representado por valores negativos de saturacdo na faixa do
caroteno (S9_flanco), brilho e matiz no dorso (B2_dorso e H3 dorso) e valores
positivos para as variaveis croma (S8 _flanco), matiz (H3_flanco) e brilho (B2_flanco)
no flanco e croma no dorso (Tabela 5). Isso significa que individuos de P. azureus que
produzem cantos longos tem baixos valores de croma, matiz e brilho no flanco, além de
menos croma no dorso. Esses mesmos individuos possuem valores altos para caroteno,
brilho e matiz no dorso. Entretanto, essa analise foi realizada apenas com individuos

que possuiam dados acusticos e colorimétricos (N = 16).

Componente Principal 3

0.030 —
0.035 —
0.040 —
0.045 —
0.050 —
0.085 —
0.060 —

Duracéo do canto

Figura 6. Relacéo entre a duracao do canto de P. azureus e o0 componente principal 3,
resultado da PCA das variaveis de reflectancia.
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Tabela 5. Valores da PCA de reflectancia espectrofotométrica para individuos machos
com vocalizacOes gravadas (N=16).

Variaveis Auto-Vetores

Componente 1 Componente 2 Componente 3
Brilho flanco -0.271 -0.153 0.251
Croma flanco -0.25 0.382 0.594
Croma carotenoide - 0.103 -0.494
Matiz flanco -0.447 - 0.276
UV dorso -0.453 -0.221 -
Croma dorso -0.455 -0.2 0.399
Brilho dorso -0.496 0.187 -0.28
Matiz dorso 0.371 -0.673 -0.16
Variacao 34% 22% 15%
DISCUSSAO

O padrdo de manchas nos flancos de P. azureus ndo indica condigdo corporal
dos machos e nédo difere entre os machos encontrados pareados e nao-pareados. Sinais
visuais, compostos por manchas, barras longitudinais e transversais e ocelos, com a
presenca de cores vistosas, desempenham papéis importantes na comunicacdo em
diferentes taxa animais (ver revisdo em: OSORIO e VOROBYEV, 2008) e muitas vezes
sdo utilizados em contextos inter-sexuais em peixes (HOUDE, 1987; LYONS et al.,
2014), lagartos (LATTANZIO et al., 2014; BASTIAANS et al., 2014) e anfibios
(SUMMERS et al., 1999; TAYLOR et al., 2007; MAAN e CUMMINGS, 2008 ROJAS
e ENDLER, 2013). Em experimentos laboratoriais com Dryophytes squirellus, fémeas
demonstraram preferéncias por machos que possuiam linhas labiais e laterais mais
largas (TAYLOR et al., 2007). Essas linhas expressam a condigéo corporal dos machos
de Dryophytes squirellus e possuem correlagdo com a quantidade do croma refletido,
sugerindo que variaveis da modalidade visual (padrdo de manchas e reflectancia)

compartilham os mesmos mecanismos de controle na espécie (BUCHANAN, 1994).

O padrdo de manchas nos flancos em P. azureus é sexualmente dimorfico, sendo
que machos possuem maior propor¢do de vermelho do que as fémeas. No entanto, a
falta de correlacdo entre a area do padrdo de manchas e condicdo corporal indica que

essa caracteristica provavelmente ndo contém nenhuma informacéo sobre a qualidade
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do macho que possa influenciar a preferéncia pelas fémeas. E, portanto, razoavel sugerir
que essas manchas encontradas tanto nos flancos, como coxas, tibias, méos e pes de P.
azureus atuem mais em mecanismos de reconhecimento inter- e intraespecifico, como
sugerido para algumas espécies de reproducdo explosiva (DE LUNA et al., 2010;
SZTATECSNY et al.,, 2010, SZTATECSNY et al., 2012). Dessa forma, as manchas
poderiam ajudar machos territoriais a perceberem e se aproximarem mais rapidamente
de uma fémea no territorio, diminuindo o risco de um possivel macho satélite conseguir

0 amplexo.

Praticamente todas as variaveis de reflectincia do vermelho no flanco
demostram relacdo com a condi¢do corporal dos machos de P. azureus. Estudos
mostram que mesmo o0s anuros de habitos noturnos sao capazes de perceber aspectos
cromaticos (matiz e croma) e acromaticos (brilho) de cores (GOMEZ et al., 2009;
GOMEZ et al., 2010; RICHARDSON et al., 2010) em condicdo de baixa luminosidade.
Inclusive, fémeas de Hyla arborea, anuros de habitos noturnos, preferem se acasalar
com machos que possuem maiores valores de matiz e brilho na coloracdo avermelhada
dos sacos vocais, coloracdo dada pela presenca de pigmentos carotenoides que
honestamente sinalizam qualidade imunolégica dos individuos (RICHARDSON et al.,
2009; GOMEZ et al., 2010). Ndo se sabe o tipo de pigmento responsavel pela coloracdo
do vermelho no flanco de P. azureus, mas foi encontrada a maior variacdo dos dados
nessa modalidade visual, principalmente no que se refere a saturacdo na faixa do

caroteno e brilho no flanco.

A variacdo em caracteristicas sexuais secundarias de machos é tipicamente
relacionada a competicdo, influenciando tanto o sucesso nas interagdes entre machos,
quanto na atracdo de fémeas (ANDERSSON, 1994). Essas varia¢fes encontradas nos
cantos sdao classificadas como “dinamicas” (sensu Gerhardt, 1994) e contém
informagdes honestas geralmente refletidas na preferéncia das fémeas (GERHARDT,
1991; WELCH et al., 1998). Apesar de nenhuma das variaveis de reflectancia do flanco
significarem preferéncia pelas fémeas, a saturagdo do carotenoide e o brilho no flanco
podem ser consideradas caracteristicas dindmicas, pois apresentaram 0s maiores valores
do coeficiente de variacdo e, ainda sim, podem gerar informacfes Uteis para

comunicagdo em contextos sociais.

A reflecténcia do matiz e UV no dorso estdo correlacionadas com a condigéo
corporal em P. azureus e, mais ainda, machos encontrados pareados possuem maiores
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valores de matiz e ultravioleta no dorso do que machos ndo-pareados. Sabe-se que
anfibios anuros do género Rana possuem proteinas rodopsinas sensiveis ao espectro do
ultravioleta (GOVARDOVSKII e ZUEVA, 1974), cuja funcdo ainda ndo é muito bem
compreendida. As espécies Rana arvalis e R. temporaria apresentam dicromatismo
sexual temporario no espectro do UV, mas nenhuma variavel de reflectancia indica
condicdo corporal nas duas espécies (RIES et al., 2008). Essas espécies de reproducdo
explosiva provavelmente utilizam esse sinal como mecanismo de reconhecimento
sexual (RIES et al., 2008; SZTATECSNY et al., 2010; SZTATECSNY et al., 2012). Se
levarmos em consideracdo que espécies da Familia Phyllomedusidae, conhecidas por
refletir o UV, também possuem sensibilidade ao espectro do UV, é possivel que a
coloragdo UV seja utilizada em contextos sociais de atracdo de fémeas e em contextos
interespecificos, como fuga de predadores através de mimetismo do espectro nao-visivel
(CUMMINGS et al.,, 2003; TOLEDO ¢ HADDAD, 2009; TOLEDO et al., 2011;
ROJAS, 2016).

A vocalizacdo de P. azureus ja é conhecida na literatura (DE LA RIVA et al.,
1995; GUIMARAES et al., 2001; HAGA et al., 2017) e é caracterizada por uma nota
curta pulsada, de frequéncia grave em banda larga e baixa amplitude. A modulagdo na
frequéncia (FM) é conhecida apenas para o canto territorial de P. azureus (HAGA et al.,
2017). Em P. azureus as varidveis temporais e espectrais da modalidade acustica estdo
relacionadas com a condicdo corporal, com excecdo da varidvel modulacdo na
frequéncia (FM). Entretanto, FM possui o maior valor do coeficiente de variagdo, com
valores muito maiores do que as préprias variaveis dindmicas (sensu Gerhardt, 1991),
como dura¢do do canto e nimero de pulsos no canto. Tais caracteristicas s&o mais
atrativas e indicadoras de reservas energéticas (WELLS, 2001) e, geralmente, sdo
aspectos de machos favorecidos por fémeas em experimentos laboratoriais de playback
(GERHARDT, 1991; SULLIVAN e HINSHAW, 1992; GERHARDT, 1994,
SCHRODE, 2012, GERHARDT, 2005). A variavel de modulagdo de frequéncia, ainda
ndo descrita para o canto reprodutivo, conhecida apenas para o canto territorial em P.
azureus (HAGA et al., 2017), pode constituir uma importante fonte de informacéo ainda

ndo explorada na espécie e até mesmo no género Pithecopus.

Alguns experimentos laboratoriais de resposta de fémeas a estimulos acusticos
artificiais mostram preferéncia de fémeas por variaveis espectrais do canto como, por
exemplo, menores frequéncias dominantes (RYAN, 1985; MORRIS e YOON, 1989;
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MORRISON, 2001), mesmo sendo essas variaveis “estaticas” (sensu Gerhardt, 1991),
com pouca variagdo e, principalmente, utilizadas no reconhecimento especifico
(GERHARDT, 1991; GERHARDT e HUBER, 2002; SCRODE et al., 2012). A
modulacdo na frequéncia (FM) em anuros geralmente é usada no reconhecimento
especifico e maximiza a informagdo sobre a localidade do individuo, mas ndo se
conhece ao certo se é capaz de oferecer alguma vantagem seletiva, embora algumas
frequéncias de ondas envolvidas na modulacdo possam viajar por maiores distancias e
atrair fémeas mais afastadas (RYAN, 1985). Em P. azureus, sugerimos, pela primeira
vez, que a variavel espectral da modulacdo de frequéncia (FM), principalmente por
apresentar o maior coeficiente de variagcdo, possa influenciar a preferéncia em fémeas e

deve ser testada em experimentos laboratoriais fonotéaticos.

Os resultados deste estudo revelam a relacdo entre a modalidade acUstica
(duracdo do canto) e modalidade visual (variaveis de coloracdo), e que essas Sao
associadas com a condicdo corporal (SMI) em P. azureus. Isso sugere que as
modalidades acustica e visual em P. azureus possam estar atuando de forma redundante
(back-up message) (CANDOLIN, 2003; PARTAN e MARLER, 2005). Na hipétese de
mensagens redundantes, fémeas aumentam sua probabilidade de encontrar melhores
parceiros, utilizando diferentes modalidades de comunicacdo que indicam qualidade
corporal e constituem fontes alternativas de informacdo em ambientes onde diferentes
ruidos podem mascarar e atrapalhar a deteccdo e reconhecimento de um determinado
sinal, tornando outros componentes mais perceptiveis (HODL e AMEZQUITA, 2001;
VASQUEZ e PFENNIG, 2007). A duragfo da nota esta correlacionada negativamente
com variaveis de matiz, croma e brilho do vermelho nos flancos. Esse resultado sugere a
existéncia de demandas conflitantes na alocacdo de recursos para a produgdo de cantos
mais custosos, com maior duracdo de tempo, em detrimento da coloragdo vermelha no
flanco. E possivel que machos que consigam emitir cantos com maior duracio e, ao
mesmo tempo, manter altos valores de reflectancia no flanco possam ser favorecidos
pelas fémeas. Contudo, a preferéncia de fémeas por propriedades multimodais deve ser
testada em experimentos laboratoriais controlando para ambos os estimulos acustico e

visual.

Em P. azureus, machos pareados possuiam menores valores de indice de
condi¢cdo corporal (SMI) do que machos ndo-pareados. Portanto, fémeas parecem

preferir machos menores e com menor SMI. Entretanto, sdo comuns os estudos que
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mostram a preferéncia de fémeas por machos maiores e com melhor indice corporal,
como evidéncia da hipdtese do acasalamento seletivo (MORRIS, 1989; SULLIVAN e
HINSHAW, 1992; GERHARDT, 2005). Possiveis explicacGes para esse resultado em
P. azureus parecem ocorrer nas especies Dryopsophus chloris e D. xathomerus,
pertencentes a familia irméd de Phyllomedusidae (MORRISON et al, 2001). Assim como
em D. chloris e D. xanthomerus, Pithecopus azureus possui uma relacdo entre SMI e
frequéncia do canto. A producéo de cantos de anincio com frequéncias mais graves é
possivel para machos maiores, porém com um maior custo (PRESTWICH, 1994).
Dessa forma, supde-se que machos menores conseguem economizar energia produzindo
frequéncias mais agudas e, com isso, permanecem durante mais tempo defendendo seus
territdrios, aumentando suas chances de acasalamento (BERTRAN et al, 1996).
Portanto, a hipotese de permanéncia no coro (chorus attendance) pode parecer uma boa
explicacdo para o sucesso reprodutivo de individuos menores, com menor SMI. No

entanto, deve ser testada.

A outra possivel explicacdo € que essa caracteristica pode ndo ser tdo importante
para escolha de parceiros na espécie, simplesmente por ndo possuir uma variagdo muito
grande entre individuos, ao contréario das caracteristicas visuais e algumas acusticas que

refletem uma variabilidade maior.

CONCLUSAO

Esse estudo pode ser considerado pioneiro na utilizacdo de cores e padrbes de
manchas indicando condicdo corporal e possivel preferéncia de fémeas pela coloracao
aposematica na Familia Phyllomedusidae. Além disso, caracteristicas de coloragdo
avermelhada no flanco e coloragdo esverdeada no dorso podem exercer algum papel na
preferéncia das fémeas, podendo atuar em contextos intersexuais e sofrerem pressoes de
selecdo sexual e ndo somente pressdo de sele¢do natural (TOLEDO e HADDAD, 2009;
ROJAS, 2016).

Muitos anuros utilizam o saco vocal para aumentar a conspicuidade em
ambientes onde ha baixa razdo do sinal/ruido e estudos mostram que a modalidade de
comunicacdo motora do inflar e desinflar do saco vocal e a sincronia com o sinal
acustico tornam machos mais detectaveis pelas fémeas (TAYLOR et al., 2008;
TAYLOR et al., 2011). Machos de P. azureus vocalizam expondo a coloragédo

conspicua presente nos flancos, coxas e tibias e adotam posturas que tornam essa
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coloracdo ainda mais conspicua e contrastante com o plano de fundo. Portanto, a
coloragdo contribui para um sinal bimodal, pois ocorre simultaneamente ao canto, ou,
simplesmente, como um canal de comunicacdo visual por si so. Pithecopus azureus nao
possui sacos vocais muito conspicuos e, ao inves, enquanto vocaliza, passa a maior
parte do tempo locomovendo-se entre os galhos dos arbustos, patrulhando seu territério

e expondo as partes conspicuas do flanco.

Existem relatos de comportamentos elaborados nédo estereotipados em P.
azureus que envolvem movimentos de maos (HODL e AMEZQUITA 2001) e engodo
pedal, ou movimentos bruscos com as pernas (“pedal luring” e “leg kicking ), assim
como para outros membros da Familia Phyllomedusidade (Phyllomedusa sauvagi, P.
burmeisteri e P. boliviana) (HODL e AMEZQUITA 2001; BERTOLUCI, 2002;
ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; KOHLER, 2008), mas ndo observados no presente
estudo. Quando ameacadas, P. azureus cessam as vocalizagdes e imediatamente
escondem as partes conspicuas do flanco e permanecem imdveis por algum tempo (obs.
pessoal). Em casos extremos, assumem a postura de imobilidade ou encolhimento
(TOLEDO et al., 2011). O conjunto de evidencias aqui expostas sugere que a coloracéo
dorsal esverdeada e a coloracdo vermelha nos flancos, atuam como outro canal de
comunicacéo visual, que fornece informagéo sobre a qualidade corporal dos machos e
podem ser acessadas tanto em contextos intra-sexuais, quanto pelas fémeas na escolha

de melhores parceiros reprodutivos.

Ademais, pela primeira vez a variagdo encontrada na modulacéo de frequéncia
aparece como possivel variavel espectral do canto, podendo influenciar as preferéncias
de fémeas. Contudo, é necessario a elaboracdo de experimentos de resposta de fémeas
em laboratdrio testando a preferéncia por machos que apresentam menor modulagdo na

frequéncia no canto.

Na tltima década, estudos em comunicagéo visual mostram que as qualidades do
canto podem mudar drasticamente quando uma outra modalidade de comunicacao esta
disponivel e que, além disso, existe uma varia¢do individual na maneira em que fémeas
priorizam as multiplas informagdes (RICHARDSON et al., 2010), tornando os estudos

de selegdo sexual com multiplas modalidades mais dificeis e complexos.
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CAPITULO 3 -Cor, Forma e Canto Ajudam no Estabelecimento de Territorios
em Machos de Pithecopus azureus?

RESUMO

Anfibios anuros sdo conhecidos por formar imensos agregados de individuos durante a
estacdo reprodutiva. Essas concentragbes de individuos em um espaco temporal
intensificam as competices por recursos sexuais e, portanto, machos desenvolvem
comportamentos de territorialidade para garantir o acesso aos recursos limitados em
muitas espécies. Nos anfibios, o estabelecimento e manutencdo dos territorios séo
mediados principalmente por sinais acusticos e, mais recentemente, estudos mostram
que sinais visuais podem estar envolvidos da mesma forma nos contextos intrasexuais,
atuando de forma bimodal, mediando a agressividade individual. O presente estudo teve
como objetivo avaliar se sinais visuais e acusticos em P. azureus estdo envolvidos na
comunicacdo intrasexual e no estabelecimento e manutencdo de territorios. Os
resultados sugerem que o sinal visual pode atuar em contexto intrasexual para facilitar a
deteccdo e reconhecimento individual, e que o fator mais importante influenciando no
sucesso reprodutivo de individuos da espécie esta relacionado com a permanéncia no

coro, como sugerido para algumas espécies da Familia Phyllomedusidae.

Palavras-chave: Territorialidade, sinal acustico, sinal visual, competicdo intrasexual,
Phyllomedusidae, permanéncia no coro.
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ABSTRACT

Anuran amphibians are known to form immense aggregates of individuals during the
breeding season. These concentrations of individuals in a temporal space intensify
competition for sexual resources and, therefore, males in many species develop
territorial behaviors to guarantee access to limited resources. In amphibians the
establishment and maintenance of territories are mainly mediated by acoustic signals;
however, recent studies show that visual signals may be involved in the same way in
male-male interactions, acting in a bimodal way, mediating individual aggressiveness
towards intruders. The objective of this study was to evaluate whether visual and
acoustic signals in P. azureus are involved in social communication and in the
establishment and maintenance of territories. However, results of the study suggest that
visual signals do not explain the differences between territorial males and floaters but
may possibly be involved in social contexts for individual detection and recognition.
Moreover, territorial males have lower body condition and are found more frequently in
amplexus than are floaters. In conclusion, permanence in the chorus could be the most
important feature favoring male reproductive success in the species, as suggested for

some species of the Family Phyllomedusidae.

Keywords: Territoriality, acoustic signal, visual signal, social competition,
Phyllomedusidae, chorus tenure.
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INTRODUCAO

Durante o periodo reprodutivo os anfibios anuros formam imensos agregados de
individuos, que produzem sinais acusticos para atrair fémeas e estabelecem territorios
(WELLS, 1977; DUELLMANN e TRUEB, 1994; WELLS, 2007). Essas concentra¢oes
temporais e espaciais intensificam as competi¢des sociais por recursos necessarios para
sobrevivéncia individual e reproducdo, onde fica evidente que a capacidade de alguns
individuos leva-os a obter desproporcionalmente a maior parte dos recursos,
favorecendo a evolucdo de tragos e caracteristicas que aumentam o sucesso reprodutivo
individual (WEST-EBERHARD, 1983; ANDERSSON, 1994). Uma expressdo desses
tracos corresponde aos comportamentos territoriais observados em muitas espécies de

anuros de reproducéo prolongada.

Territorialidade seria 0 monopdlio de um espago fisico por um determinado
tempo por individuos dominantes que constantemente advertem, ameacam, e, ou atacam
individuos intrusos e invasores, nao subordinados e ndo tolerados (KAUFMANN,
1983). A funcdo dos territorios estd centrada na ideia do acesso prioritario e aquisicdo
de recursos escassos como comida, sitios de reproducdo e ovoposi¢do, abrigos contra
predadores e copulas (KAUFMANN, 1983). Entretanto, a defesa de territorios envolve
custos como o aumento da conspicuidade para predadores, tempo e gastos energéticos
associados a guarda e patrulha do territorio e, eventualmente, embates fisicos, que ainda
sdo mais custosos (KAUFMANN, 1983; BEGON et al., 2005). Para evitar gastos
energéticos com brigas, algumas espécies adotam comportamentos menos custosos
como produzir sinais de adverténcia, dependentes de tamanho e condigdo corporal, que
sdo expressos por meio dos diferentes canais da comunicacdo acustica e visual
(WELLS, 1976; ROBERTSON, 1986; WELLS, 2007; LOGUE et al., 2010). Dessa
forma, individuos machos sao capazes de avaliar as habilidades de combate do oponente
durante encontros agonisticos através da emissdo e recepcdo dos sinais acusticos e
visuais e decidir no investimento de um embate fisico (ROBERTSON, 1986).

Muitas espécies de anfibios produzem cantos agressivos especificos que sdo
utilizados para advertir machos intrusos e evitar confrontos diretos (ARAK, 1983;
DUELLMAN e TRUEB, 1994; TOLEDO et al., 2015; KOHLER et al., 2017). Algumas
espéecies emitem cantos que possuem ambos os componentes de atracdo de fémeas e

defesa territorial, enquanto outras espécies aumentam a agressividade do canto
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simplesmente adicionando mais complexidade, notas ou pulsos, aos cantos de anuncio
(NARINS e CAPRANICA, 1978; RYAN, 1985). Alguns estudos mostram que a
frequéncia dominante do canto é negativamente correlacionada com o tamanho corporal
em anfibios e que tamanho confere uma vantagem em combates fisicos entre machos
(ARAK, 1983; ROBERTSON, 1986; GREEN, 1990). Dessa forma, machos conseguem
estimar com maior precisdo o tamanho individual, que reflete na habilidade de combate
do oponente, e tem um maior aporte de informacdo para a decisdo de se envolver em
embates fisicos (WELLS, 1977; WELLS, 1978; WELLS, 2007).

Sinais visuais sdo frequentemente utilizados como adverténcia durante encontros
agonisticos em aves (PRYKE e ANDERSSON, 2003), peixes (MORRIS et al., 1994;
BEECHING, 1995), lagartos (STAPLEY e WHITING, 2006; WHITING et al., 2006;
DIK e EVANS, 2007) e anfibios (LINDQUIST e HETHERINGTON, 1996; HODL e
AMEZQUITA, 2001; ALTER, 2004; HARTMANN et al., 2005; GIASSON e
HADDAD, 2006; DE LUNA et al., 2010; CROTHERS et al., 2011; CROTHERS e
CUMMINGS, 2015). Esses sinais sdo transmitidos por meio de exibices motoras,
geralmente associados a movimentos do corpo, por padrées de manchas e cores e,
sobretudo, carregam informacdes confiaveis sobre as habilidades de luta de potenciais
rivais (MORRIS et al., 1994; ROJAS, 2016). Grande parte destes estudos sugere que
machos que possuem cores mais vistosas mantém maior dominancia sobre recursos,
enguanto machos menos vistosos assumem posicao de subordinados. Em uma espécie
de peixe-espada (Xiphophorus multilineatus) o nimero de barras verticais no corpo esta
correlacionado com a desisténcia a embates fisicos, e dessa forma, é responsavel por
reduzir a agressividade em machos rivais (MORRIS et al., 1994). Padrbes similares
ocorrem em Euplectes axillaris, ave-do-paraiso da Familia Ploceidae, que possuem
dragonas vermelhas, formadas por pigmentos carotenoides, que funcionam no
estabelecimento de territdrios e em contextos intrasexuais (PRYKE e ANDERSON,
2003). Em lagartos, ja foi demostrado que a pele de machos territoriais possui maior
saturacdo do ultravioleta do que machos intrusos e que tal coloragdo estd associada a
habilidade de luta durante encontros agonisticos (STAPLEY e WHITING, 2006;
WHITING et al., 2006).

Nos anfibios a maior parte dos estudos utilizando sinais visuais em contexto
intrasexual foi realizada em espécies de habitos diurnos e, ou, que vocalizam em

ambientes onde a razdo sinal/ruido inviabiliza a comunicacdo acustica (HODL e
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AMEZQUITA, 2001). Ademais, os trabalhos focam principalmente a modalidade
motora, como o inflar do saco vocal e outros movimentos do corpo (LINDQUIST e
HETHERINGTON, 1996; HODL e AMEZQUITA, 2001; ALTER, 2004;
HARTMANN et al., 2005; GIASSON e HADDAD, 2006; DE LUNA et al., 2010),
embora existam alguns que investigaram a importancia dos padrdes de manchas e cores
em encontros agonisticos (DE LUNA et al.,, 2010; CROTHERS et al., 2011;
CROTHERS e CUMMINGS, 2015). Em sapos diurnos da Familia Dendrobatidae,
conhecida pela toxicidade e coloracdo conspicua, machos de Oophaga pumilio mais
brilhosos possuem melhor condicdo corporal, sdo mais agressivos e defendem territorios
por mais tempo (CROTHERS et al, 2011; CROTHERS e CUMMINGS, 2015).
Entretanto, em outra espécie de Dendrobatidae, Allobates femoralis, 0 movimento do
saco vocal e movimentos do corpo atuam como moduladores do sinal acustico, de
forma bimodal e ndo redundante, aumentando a agressividade individual, e a coloragédo
corporal ndo parece ser um componente importante na comunicacgdo intraespecifica e

parece atuar apenas em contextos interespecificos (DE LUNA et al., 2010).

Anfibios anuros da Familia Phyllomedusidae podem ser caracterizados pela
presenca da coloragdo esverdeada no dorso, padrdes de manchas e coloragdo conspicua
na regido dos flancos (presente na maior parte das espécies), por possuirem habitos
noturnos estritamente arboricolas, desovas terrestres realizadas em folhas de arbustos
pendentes sobre a lamina d’agua, e por serem extremamente territoriais e fiéis aos sitios
de vocalizacdo (ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; WOGEL et al., 2004; WELLS, 2007,
JANSEN e KOHLER, 2008; COSTA et al., 2010; VILACA et al., 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2011; DUELLMAN et al., 2016; DE OLIVEIRA, 2017), podendo
permanecer por até trés estacdes reprodutivas no mesmo sitio reprodutivo (DE
OLIVEIRA et al., 2011; DE OLIVEIRA, 2017). Machos defendem territorios por meio
de cantos agressivos, patrulha de territorios, sinais vibracionais e embates fisicos
(ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; WOGEL et al, 2004; JANSEN e KOHLER, 2008;
CALDWELL et al, 2010; COSTA et al, 2010; VILACA et al, 2011; DE OLIVEIRA et
al, 2011; DE OLIVEIRA, 2017).

Comportamentos visuais elaborados ja foram documentados na Familia
Phyllomedusidae, no entanto, a funcdo desses sinais ainda é bastante desconhecida
(ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; HODL e AMEZQUITA 2001; JANSEN e
KOHLER, 2008; CALDWELL, 2010). Em Agalychnis callidryas, a comunicagao visual

65



é bastante evidente e complexa (RYAN, 1985) e, em interacfes agonisticas, machos
podem produzir tremulagcbes em ramos de arvores, sendo que a frequéncia dessas
tremulacGes estd correlacionada com o tamanho dos machos (CALDWELL et al.,
2010). Outros comportamentos ja observados na Familia Phyllomedusidae envolvem
movimentos das maos (“hand-waving”), ou movimentos bruscos com as pernas (“pedal
luring” e “leg kicking”) (HODL e AMEZQUITA 2001; BERTOLUCI, 2002;
ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; JANSEN e KOHLER, 2008). Até o presente
momento, ndo existem estudos sobre o uso desses sinais visuais e as possiveis funcoes

da coloracgdo conspicua presente em machos e fémeas de muitas espécies da Familia.

O género Pithecopus possui coloragdo conspicua nos flancos, coxas e tibias, que
pode variar tanto na cor (amarelo, laranja, vermelho e roxo), quanto nos padrdes de
forma (ocelos, barras e reticulados). Esses padrdes ja foram utilizados para identificacéo
de individuos de P. oreades, P. megacephalus e P. ayeaye em estudos de
monitoramento e histdria natural, e portanto, constituem um sinal individual (DE
OLIVEIRA et al., 2011; CANDIDO, 2013, DE OLIVEIRA, 2017). A funcdo desse
sinal esta atribuida ao aposematismo e defesa contra predadores, devido a toxicidade
das espécies (TOLEDO e HADDAD, 2009; ROJAS, 2016).

Pithecopus azureus é uma espécie que possui coloracdo conspicua avermelhada
nos flancos, coxas e tibias em um padrdo de barras intercaladas com preto
(CARAMASCHI, 2006). Possui ampla distribuicdo associada as formacdes abertas do
Bioma Cerrado (FROST, 2017). E relativamente abundante, podendo ser encontrada
mesmo em areas alteradas (COSTA et al.,, 2010; DIAS et al., 2014). Vocaliza em
arbustos e gramineas as margens de pocas naturais ou artificiais de brejos durante os
meses de outubro a marco (FREITAS et al., 2008; COSTA et al., 2010). Individuos de
P. azureus séo territorialistas e defendem os territorios utilizando cantos agressivos e
embates fisicos, embora existam alusdes da possivel aplicacdo de sinais visuais em
contextos sexuais em algumas espécies do género (COSTA et al.,, 2010; DE
OLIVEIRA, 2017; HAGA et al, 2017).

Com excecdo de alguns poucos estudos com comunicacdo visual através da
modalidade motora em contextos intrasexuais em anuros Neotropicais de habitos
noturnos (HARTMANN et al., 2005, GIASSON e HADDAD, 2006; FURTADO e
NOMURA, 2013), pouco se sabe sobre a utilizagdo dos padrbes de manchas e coloracao
no estabelecimento de territorios e dominancia de recursos sexuais em anuros de habitos

66



noturnos. Dessa forma, essa investigacdo tem dois objetivos. Primeiramente, testei se
alguma variavel das modalidades acustica, visual e condicdo corporal explica a
diferenga entre machos territoriais, ou residentes, e visitantes efémeros, ou flutuantes.
Tal questdo baseia-se sobre a premissa de que, se existem diferencas entre machos
residentes e flutuantes, é possivel que alguma das modalidades possa atuar em um
contexto social intraespecifico, no estabelecimento e manutencdo de territdrios. O
segundo objetivo deste trabalho foi averiguar se a permanéncia no coro pode aumentar o

sucesso reprodutivo em P. azureus.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

Foram estudadas duas populag¢des de P. azureus encontradas em pocas artificiais
situadas em uma éarea de cerrado degradado na Fazenda Agua Limpa (FAL) da
Universidade de Brasilia (47° 56' 46,30" O; 15° 58' 35,11" S) e em uma nascente
situada na regido do Corrego do Urubd, Brasilia-DF (47° 51' 40" O; 15° 41' 52,47" S).
A FAL possui aproximadamente 4.500 hectares de cerrado, estd inserida na Area de
Protecio Ambiental (APA) Gama Cabeca de Veado e a Area de Relevante Interesse
Ecoldgico (ARIE) Capetinga/Taquara, situada no Distrito Federal e distante apenas 28
quildmetros do centro de Brasilia. A poca situada na FAL possui aproximadamente
600m? e a vegetagcdo predominante é de gramineas (Bracchiaria sp. e Cyperaceae),
seguida por pequenos arbustos pertencentes as Familias Solanaceae, Melastomataceae,
Malvaceae e Fabaceae. A area do Corrego do Urubu faz parte do Ndcleo Rural Cérrego
do Urubu, pertencente a Regido Administrativa do Lago Norte — RA XVIII, situada
aproximadamente a 12 km do centro de Brasilia, constituida principalmente por
chéacaras, e foi criada com o intuito de consolidar a modalidade de ocupacdo humana e
preservacdo ambiental. A poca possui aproximadamente 300m? e a vegetagdo marginal
predominante € composta por arbustos da Familia Melastomataceae, Malvaceae e

Fabaceae, bambus e gramineas, em sua maioria (Bracchiaria sp.).

Amostragem

As amostragens consistiram na busca ativa por individuos machos de P. azureus,
com a utilizacdo de lanternas de luz noturna (infravermelho), para evitar interferéncias
nos padrdes de atividade dos individuos (BUCHANAN, 1993). Todos os individuos
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foram marcados com etiquetas fluorescentes (ALPHA Tags) e soltos nos seus
respectivos locais de captura. As localidades das capturas e recapturas dos individuos

foram registradas e sinalizadas no campo com fitas coloridas.

Individuos machos recapturados no mesmo territério, aqui arbitrariamente
estipulado como a &rea determinada por um raio de 1 metro da primeira captura durante
um periodo de pelo menos uma semana, foram considerados territoriais, ou residentes.
Ja machos com apenas um anico registro durante todo o periodo de amostragem foram
considerados flutuantes, ou visitantes efémeros (“floaters”). Além disso, foram criadas
classes de territorialidade, sendo O para individuos efémeros, 1 para os individuos que
permaneceram por uma semana no local de captura (i.e. dentro da area de até 1 metro da
primeira captura), 2 para aqueles que permaneceram por até um més no territério, 3 0s
individuos que permaneceram por até dois meses, 4 aqueles que foram vistos no mesmo
local por toda uma estacdo reprodutiva, e 5 para aqueles que foram vistos no mesmo
local por mais de uma estacéo reprodutiva.

As visitas aos sitios amostrais foram realizadas nos horéarios de atividade da
espécie (20:00 h — 05:00 h), trés dias por semana, intercalando as visitas entre as
localidades FAL e Urubu. Na regido central do Brasil, as chuvas ficam restritas
tipicamente ao periodo entre outubro e marco, quando ocorre a reproducdo da espécie
estudada. As amostragens realizadas coincidiram com meses no periodo reprodutivo da
espécie, representando amostragens mais sistematicas de dois periodos reprodutivos:
novembro 2014 e fevereiro 2015 (12 estacdo); dezembro 2015, janeiro-margo 2016 (22
estacdo). Alem destes dois ciclos reprodutivos, amostragens focadas foram realizadas

antes (fevereiro 2014) e ap6s (dezembro 2016) os dois periodos reprodutivos.

Foram gravados os cantos reprodutivos dos machos territoriais de P. azureus
com gravador digital portatil Marantz PMD 660, em razdo de amostragem de 48 kHz e
resolucdo de amplitude de 16 bits, e microfone direcional Senheisser ME-67. Ao final
de cada gravacdo os animais foram capturados e imagens fotograficas da regido lateral
(flanco) direita e dorsal dos sapos foram registradas com uma camera digital Cannon
(modelo PowerShot ELPH 110 HS) contra uma régua, para servir de escala na analise
dos padrBes de manchas. Em seguida, os individuos foram pesados com uma balanca de
precisdo do tipo Pesola e tomadas as medidas comprimento rostro-urdstilo (CRU) com

paquimetro milimétrico.
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As medidas de reflectancia (RE) foram tomadas com um espectrofotdmetro
Ocean Optics USB4000 e uma fonte de luz de xenoénio pulsante PX-2 (Ocean Optics,
Dunedin, Florida), que fornece iluminagdo no espectro ultra-violeta, infra-vermelho e
visivel para humanos (300-900nm). Um suporte de fibra Optica, em aluminio anodizado
e com angulo de 45° foi utilizado para (1) reduzir brilho e reflexdo especular, (2)
eliminar luz ambiental, e (3) padronizar a distdncia de 2 mm entre a sonda e a pele, e
uma area de varredura em 2 mm de diametro (SZTATECSNY et al., 2010). Um branco
puro WS-1 (Ocean Optics) foi utilizado para calibrar o espectrofotbmetro entre cada
medicdo. Selecionei uma area na regido dorsal e a regido com maior area vermelha no
flanco direito para a amostragem, por serem regides do corpo com coloragdo mais
contrastante e mais visivel para conspecificos e, por fim, foram tomadas trés medidas
repetidas de cada uma dessas regides escaneadas, sendo as médias destas utilizadas nas

analises.

Andlise de Dados

Os dados acusticos foram analisados com o programa RAVEN 1.4
(BIOACUSTIC RESEARCH PROGRAM, 2011) e os parametros para gerar 0S
espectrogramas foram: janela tipo = “Hann”, pontos de resolucdo (FFT) = 256, filtro de
comprimento de onda (3db) = 270 Hz e tamanho (DFT) = 256 amostras. Foram tomadas
medidas das variaveis de duracdo do canto, nUmero de pulsos por nota, frequéncia
dominante, frequéncia maxima e frequéncia minima, amplitude de frequéncia (freq.
max. - freq. min.), frequéncias dominantes do primeiro pulso e do ultimo pulso e a
modulacdo na frequéncia, calculada pela diferenca entre a frequéncia dominante do
ultimo pulso e a frequéncia dominante do primeiro pulso, conforme KOHLER e
colaboradores (2017).

As fotografias do padrdo de manchas no flanco (PMF) foram analisadas com o

programa ImageJ e foram extraidas medidas da razdo da cor vermelha com relagéo a

area vermelho area preto

area total ( ) razdo da cor preta com relagéo a area total ( ) e razao

area total area total

. area vermelho
do sinal (=22

area preto

). As anélises de RE foram realizadas com o pacote PAVO no

programa estatistico R e as seguintes varidveis cromaticas foram utilizadas: saturacao

do croma (S8), matiz (H3), saturacdo na faixa que compreende pigmentos carotenoides
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(S9) (somente para regido do flanco) e saturacdo do ultravioleta (UV) (somente do

dorso), e variavel acromatica: Brilho (B2), conforme MAIA e colaboradores (2013).

Os procedimentos estatisticos e testes de hipoteses foram realizados
separadamente para cada um dos conjuntos de dados que compreendem a modalidade
visual do padrdo de manchas no flanco (PMF), reflectancia espectrofotométrica (RE) e

acustica, devido ao numero de amostras serem diferentes entre as modalidades.

Procedimentos Estatisticos

Todos os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
heterocedasticidade (teste de Bartlett) antes das analises estatisticas e, quando
necessario, foram empregados modelos matematicos para corrigir possiveis desvios de

distribuicéo.

A possivel utilizacdo dos sinais visuais em contextos intrasexuais em P. azureus
foi averiguada contrastando as diferengas entre machos territoriais e visitantes efémeros
nas variaveis das modalidades visuais (PMF e RE), acusticas, de tamanho do corpo
(CRU) e indice de massa corporal. Primeiramente, foi realizada uma PCA (Anélise de
Componentes Principais), utilizando uma matriz de correlacdo, para reduzir o nimero
de variaveis explicativas pertencentes as modalidades visual e acUstica em eixos
candnicos, ou componentes principais independentes, que maximiza a variacdo dos
dados e elimina as correlac@es entre as variaveis independentes (QUINN e KEOUGH,
2002). Em seguida, foram elaborados Modelos Lineares Generalizados com distribuicéo
binomial do erro, também chamada de Regressdo Logistica Binaria, para avaliar a
relacdo entre as varidveis explicativas (componentes principais das varidveis de PMF,
RE e canto) e a variavel resposta (territorial vs. visitantes), e as variaveis de localidade,
tamanho corporal e indice de massa corporal (ver descricdo abaixo) como co-variaveis
do modelo. Por fim, para testar a diferenca entre as classes de territorialidade foi
utilizada uma regressdo logistica ordinal. A adequacdo dos modelos lineares foi
verificada através do teste de Qui-quadrado (X?) de Wald. O valor critico para

determinar a significancia estatistica dos modelos foi definido por P < 0,05.

O indice de massa corporal foi calculado utilizando o método de PEIG e
GREEN (2009), conhecido como “Scaled Mass Index” (SMI) e utilizado em estudos de
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aptidao individual de répteis e anfibios em areas alteradas (SASAKI et al., 2016). Esse

indice é computado com a seguinte formula:

s —pi[2

Ci
Onde P e C sdo medidas de peso e comprimento do corpo do individuo i,
respectivamente; Co é o0 valor da média aritmética do comprimento dos individuos da
populacdo estudada; bSMA é o exponente escalonar calculado pela regressio SMA

(Eixo Maior Padronizado) de P em C, ou indiretamente dividindo a inclinacéo da reta da

regressdo de P e C, pelo coeficiente r da correlacdo de Pearson (PEIG e GREEN, 2009).

Todas as andlises estatisticas foram conduzidas com o programa estatistico R
versdo 0.97.551 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011)

RESULTADOS

Durante o periodo amostrado, foram capturados 112 machos, de um total de 206
registros em 63 noites de amostragens, totalizando 378 horas de busca ativa.
Observacdes em campo de individuos marcados mostram que machos de P. azureus
defendem territorios através da emissdo de cantos agressivos e embates fisicos por mais
de uma estacdo reprodutiva. Esses territorios, geralmente constituidos por arbustos e
folhas pendentes ou ndo sobre a lamina d’4dgua, sdo utilizados como sitios de
vocalizacdo de machos e ovoposicdo de fémeas. A maior parte dos machos capturados
foram considerados como visitantes efémeros (62%, N=70) e os machos residentes
representaram 38% dos individuos capturados durante todo o estudo (N=42). A maior
parte dos individuos residentes permaneceu por, pelo menos, uma semana defendendo
territorios, e foram distribuidos em categorias de permanéncia no mesmo territério: por
uma semana, categoria 1 (40%, N=17); um més, categoria 2 (14%, N=6); dois meses,
categoria 3 (14%, N=6); uma estacdo reprodutiva, categoria 4 (14%, N=6); e individuos
que permaneceram por mais de uma estacdo reprodutiva no mesmo local, categoria 5
(17%, N=7). Foi observado a reposi¢do, ou “turn-over”, com a entrada de novos
individuos machos, a partir do terco final da primeira estacdo reprodutiva e alguns
destes individuos foram os primeiros a ocupar 0s territorios na proxima estacdo

reprodutiva e correspondem as categorias de territorialidade 4 e 5 (N=9).
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Durante todo o periodo de amostragem foram encontrados 18 machos em
amplexo. A maioria destes machos (N=12) ou defendeu territérios por mais de dois
meses ou por toda uma estacdo reprodutiva (Figura 1). De todos 0s machos territoriais,
a maior parte foi vista copulando somente uma vez (38%, N=16) e poucos foram vistos
copulando mais do que uma vez durante o estudo (N=2). Visitantes efémeros foram
vistos em amplexo em somente duas oportunidades (3%, N=70) durante todo o periodo

do estudo.
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Figura 1. Frequéncia de copulas de acordo com as categorias de territorialidade em P. azureus.
Largura das barras corresponde ao nimero de amostras em cada categoria.

Diferencas entre Machos Residentes e Efémeros no Padrao de Manchas no Flanco

O primeiro componente principal explica 78% da variacdo e descreve a
correlagdo entre a area do sinal e a razéo do sinal vermelho do padrdo de manchas no

flanco (Tabela 1).
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Tabela 1. Anélise de componentes principais das variaveis de padrdo de manchas no
flanco e a variagdo explicada pelos dois primeiros componentes.

Auto-Vetores

Variaveis Componente 1 Componente 2
Area vermelho/preto -0.645 -
Raz&o de vermelho -0.519 0.766
Razao de preto 0.561 0.64
Variacao 78% 20%

N&o existem diferencas entre individuos residentes e machos efémeros nas
variaveis de tamanho do padrdo de manchas no flanco (Componente 1: Wald X? =
0,796, df = 1, N = 110, P = 0,37), nem entre localidades (Localidade: Wald X? = 1,2864,
df =1, N = 110, P = 0,25), tamanho corporal (CRU: Wald X* = 0,0181, df = 1, N = 110,
P =0,89) e condicdo corporal (SMI: Wald X? = 0,0424, df =1, N = 110, P = 0,83).

O resultado da regressdo logistica ordinal também ndo mostrou diferencas entre
as categorias de territorialidade utilizando o componente principal 1 (Componente 1:
Wald X? = 0,7482, df =1, N = 110, P = 0,38), no tamanho (CRU: Wald X? =0,0424, df
=1, N = 110, P = 0,83) e condico corporal (SMI: Wald X? = 0,0424, df = 1, N = 110, P
=0,83).

Diferencas entre Machos Residentes e Efémeros na Reflectéancia Espectral

De acordo com o resultado da PCA, o componente principal 1 explica 30% da
variacdo dos dados, mostra principalmente a correlacdo entre as variaveis de
reflectancia do croma do dorso (S8 dorso) e matiz do dorso (H1_dorso), com valores
positivos, e a correlagdo das varidveis ultravioleta (UV) e brilho (B2_dorso), com
valores negativos. O componente principal 2, com 19% da varia¢do dos dados, mostra a
correlagdo entre praticamente todas as varidveis de reflectancia do dorso e flanco.
Entretanto as varidaveis com maiores valores foram brilho (B1_flanco), matiz do flanco
(H1 flanco) e matiz do dorso (H1 dorso). O componente 3 € representado
principalmente pela varidvel do croma no flanco e UV no dorso, e por fim, o
componente 4 com a variavel de saturacdo da faixa que compreende a reflexdo do
caroteno (S9_flanco) (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise de componentes principais das variaveis de reflectancia espectral.

Auto-Vetores

Variaveis Componentel ~ Componente2 Componente 3 ~ Componente 4
Brilho dorso -0.503 0,165 -0.156 0.289
UV dorso -0.429 -0.198 0.375 0.221
Croma dorso 0.563 -0.144 - -0.227
Matiz dorso 0.299 -0.48 0.329 0.381
Brilho flanco - -0.647 -0.201 0.159
Croma flanco - -0.256 -0.751 -0.189
Croma carotenoide -0.236 -0.121 0.347 -0.737
Matiz flanco -0.302 -0.429 - -0.26
Variacdo 30% 19% 15% 11%

O resultado do modelo linear generalizado ndo revelou diferencas entre
individuos machos residentes e machos efémeros nos componentes principais 1, 2, 3 e
4, que explicam a maior parte da variacdo dos dados (75%) de cor no dorso e flanco de
P. azureus (Componente 1: Wald X?= 0,268, df = 1, N = 36, P = 0,60; Componente 2:
Wald X*= 0,009, df =1, N = 36, P = 0,92; Componente 3: Wald X* = 0,9386, df = 1, N
= 36, P = 0,33; Componente 4: Wald X°>= 1,270, df = 1, N = 36, P = 0,72), na localidade
(Localidade: Wald X* = 0,293, df = 1, N = 36, P = 0,50), nem tampouco em tamanho
corporal ou indice de massa corporal (CRU: Wald X? = 0,0034, df =1, N = 36, P =
0,95; SMI: Wald X* = 0,003, df = 1, N = 36, P = 0,95).

O resultado da regressdo linear ordinal também ndo mostrou diferencas entre as
categorias de territorialidade utilizando os componentes principais 1, 2, 3 e 4 das
variaveis de cor (Componente 1: Wald X* = 0,8399, df = 1, N = 36, P = 0,35;
Componente 2: Wald X? = 0,1273, df = 1, N = 36, P = 0,72; Componente 3: Wald X* =
0,0291, df = 1, N = 36, P = 0,86; Componente 4: Wald X?* = 0,0025, df =1, N =36, P =
0,95), na localidade (Localidade: Wald X* = 0,0040, df = 1, N = 36, P = 0,94) e nem no
tamanho corporal ou indice de massa corporal (CRU: Wald X* = 0,1034, df = 1, N = 36,
P =0,74; SMI: Wald X* = 0,0748, df =1, N = 36, P = 0,78).

Diferencas entre Machos Residentes e Flutuantes no Canto de Anuncio

O resultado da PCA mostra que o componente principal 1, com 40% da
variacdo, tem correlacdo com as variaveis espectrais de frequéncia maxima e frequéncia

dominante do ultimo pulso, apresentando os maiores valores negativos, e uma
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correlagdo com variaveis temporais de tempo do canto e numero de pulsos por canto,
com valores positivos. Os componentes principais 2 e 3, explicam 24% e 16% da
variacdo, respectivamente. O componente 2 é representado pela variavel de frequéncia
minima (maior valor negativo) e amplitude de frequéncia (maior valor positivo), e o
componente 3 mostra que a modulacdo de frequéncia (FM) apresenta a maior

importancia do componente, com maior autovalor (Tabela 3).

Tabela 3. Analise de componentes principais das variaveis acusticas do canto de
anuncio.

Auto-Vetores

Variaveis Comp. 1 Comp. 2 Comp. 3 Comp. 4
Frequéncia maxima -0.432 0.249 -0.23 -0.169
Frequéncia dominante -0.389 -0.221 - -0.266
Frequéncia minima -0.147 -0.594 0.24 -
Amplitude de frequéncia -0.207 0.559 -0.316 -0.12
Duracéo do canto 0.38 - -0.255 -0.525
Pulso/canto 0.368 -0.16 -0.231 -0.536
Frequéncia no 1° pulso -0.377 -0.31 -0.372 -
Frequéncia no Gltimo pulso -0.42 - 0.261 -0.43
Modulacdo de frequéncia - 0.305 0.681 -0.369
Variacdo 40% 24% 16% 10%

De acordo com o modelo linear generalizado ndo existem diferencas entre
individuos machos residentes e machos visitantes efémeros nos componentes principais
1, 2, 3 e 4 das variaveis do canto de P. azureus (Componente 1: Wald X°= 0,1924, df =
1, N = 49, P = 0,66; Componente 2: Wald X* = 0,0029, df = 1, N = 49, P = 0,95;
Componente 3: Wald X? = 0,0563, df = 1, N = 49, P = 0,81; Componente 4: Wald X?=
0,0504, df = 1, N = 49, P = 0,82), na localidade (Localidade: Wald X* = 0,2846, df = 1,
N =49, P = 0,59) e nem no tamanho corporal (CRU: Wald X? = 1,7759, df = 1, N = 49,
P = 0,18). O modelo linear generalizado indicou uma diferenca marginalmente
significativa entre machos territoriais e efémerosem condicéo corporal (SMI: Wald X* =
3,5911, df =1, N =49, P =0,05) (Tabela 4).

A regresséo logistica ordinal também ndo mostrou diferencas entre as categorias
de territorialidade utilizando os componentes principais 1, 2, 3 e 4 com as variaveis de
canto (Componente 1: Wald X? = 0,4559, df = 1, N = 49, P = 0,49; Componente 2:
Wald X* = 0,1383, df = 1, N = 49, P = 0,71; Componente 3: Wald X* = 0,0322, df = 1,
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N = 49, P = 0,85; Componente 4;: Wald X?* = 0,1414, df = 1, N = 49, P = 0,70).

Entretanto, foram evidenciadas diferencas entre machos residentes e efémeros no

comprimento do corpo e no indice de massa corporal (CRU: Wald X? = 4,6313, df = 1,
N = 49, P = 0,03; SMI: Wald X? = 10,4853, df = 1, N = 49, P = 0,001) (Tabela 4)

(Figura 2). Portanto, temos machos territoriais que permanecem defendendo territorios

por até dois meses (categoria 3) menores que os demais e machos que defendem

territorios por até dois meses (categoria 3) e por mais de uma estagdo reprodutiva

(categoria 5) com menores valores de tamanho e condicgéo corporal.
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Figura 2. Gréfico de barras mostrando as diferencas entre as categorias de

territorialidade nas variaveis CRU (tamanho corporal) e SMI (condigéo corporal).
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Tabela 4. Estatistica descritiva dos sinais acusticos e visuais em machos de P. azureus territoriais e visitantes e valores dos modelos lineares

generalizados, dos PCAs, localidade, tamanho (CRU) e indice de massa corporal (SMI).

Variaveis Visuais

Padréao de manchas no flanco
Vermelho/Preto

Razéo de vermelho

Razéo de Preto

CRU

SMI

Reflecténcia espectrométrica
Matiz dorso (H1)

Brilho dorso (B2)
Saturagédo dorso (S8)
Saturagdo do UV (UV)
Saturagdo carotenoide (S9)
Matiz flanco (H1)

Brilho flanco (B2)
Saturacéo flanco (S8)
Sinal Acustico

Freg. minima (Hz)

Freq. dominante (Hz)
Freq. méxima (Hz)

Freq. delta

Tempo (mseg)

Pulso

Freq. 1° Pulso

Freq. 2° Pulso

FM

Média + DP (Amplitude)

Regressao Logistica Binaria

Territoriais (N = 42) Visitantes (N = 70) Auto-vetores V\)/(azld df P
1,82 +£0,44 (0,99 - 2,5) 1,87 + 0,57 (0,95 - 3,86) Comp. 1 0,7964 109 0,37
0,44 + 0,04 (0,33 - 0,56) 0,44 + 0,06 (0,32 - 0,70) Localidade 1,286 109 0,25
0,25+ 0,05 (0,17 - 0,40) 0,25 + 0,05 (0,14 - 0,38) CRU 0,018 109 0,89
36,2+ 1,18 (33,7 - 38,4) 36+1,5(32,7-39,1) SMI 0,0424 109 0,83
3,26 £0,21 (2,83 - 3,64) 3,25+ 0,20 (2,73 - 3,68)

Territoriais (N=18) Visitantes (N= 18)

576 + 127 (362-806) 591 + 96,9 (398 - 732) Comp. 1 0.2688 35 0.6
531 + 85,4 (380 - 668) 525 + 121 (349 - 756) Comp. 2 0.0094 35 0.92
1,8+0,28 (1,3 -2,6) 1,91 +0,46 (1,43 - 2,99) Comp. 3 0.9386 35 0.33
0,19 +£ 0,03 (0,11 - 0,23) 0,19 + 0,04 (0,10 - 0,24) Comp. 4 0.127 35 0.72
9,13+17,4 (-0,82 - 56,6) 15,8 +59,35 (-0,73 - 253) Localidade 0.2937 35 0.58
669 +49,6 (568 - 743) 646 + 77,4 (482 - 737) CRU 0.0034 35 0.95
760 +230 (428 - 1186) 814 + 239 (516 - 1312) SMI 0.0035 35 0.95
2,26 +0,38 (1,72 - 3,08) 2,16 £0,22 (1,74 - 2,51)

Territoriais (N = 29) Visitantes (N = 20)

1398 + 113 (1126 - 1657) 1414 +120 (1229 - 1632) Comp. 1 0.1924 48 0.66
2128 + 67 (1968 - 2250) 2144 + 80 (2040 - 2250) Comp. 2 0.0029 48 0.95
2658 + 142 (2513 - 2761) 2656 + 95 (2499 - 2848) Comp. 3 0.0563 48 0.81
1260 + 198 (959 - 1988) 1241 + 146 (1016 - 1456) Comp. 4 0.0504 48 0.82
43,7 +11,1 (26,6 - 74,0) 44,8 +10,2 (30,2 - 64,7) Localidade 0.2846 48 0.59
46+12(3 -9) 44+05(3-6) CRU 17759 48 0.18
2199 +108 (2113 - 2343) 2206 + 123 (1875-2499) SMI 3.5011 48 0.05

2013 + 99 (1857 - 2193)
-185 + 90,7 (-344 - 0,5)

2035 + 101 (1829-2250)
-171 + 114 (-412 - 161)
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DISCUSSAO

Conforme descrito na literatura e observado no presente estudo (capitulos 1 e 2),
P. azureus € uma espécie de reproducdo prolongada, com a razdo sexual operacional
enviesada para machos, onde machos e fémeas chegam de forma assincrénica ao sitio
reprodutivo. Machos apresentam comportamento territorial, onde podem permanecer no
mesmo local defendendo seus territdrios através de cantos agressivos e constantes
patrulhas (DE CARVALHO et al., 2008; COSTA et al., 2010, DIAS et al., 2014).
Alguns trabalhos sugerem que o género Pithecopus defende territérios por um curto
periodo de tempo (WELL, 2007; DE CARVALHO et al., 2008; COSTA et al., 2010);
entretanto, foi possivel observar neste estudo, pela primeira vez, machos P. azureus
exibindo forte fidelidade a sitios de vocalizacdo, podendo defender territérios por mais
de uma estacdo reprodutiva. Essa observacdo, no entanto, nao é surpreendente, uma vez
que algumas espécies do género podem permanecer no mesmo sitio reprodutivo por até
trés anos consecutivos (DE OLIVEIRA, 2011; DE OLIVEIRA, 2017) e novos estudos
de longa duracdo com outras espécies do género podem confirmar tal padrdo de

fidelidade de sitio de vocalizacéo.

Espécies de anuros que defendem os sitios reprodutivos e sitios de ovoposicao
por longo periodo, tendem a apresentar comportamentos agressivos muito mais
elaborados que espécies de reproducdo explosiva (sensu Wells, 1977) (WELLS, 2007).
No presente estudo foi avaliado apenas o canto de anuncio, que tem como funcéao
principal a atracdo de fémeas, e a falta de significancia dos resultados pode estar
relacionada ao tipo de canto analisado. Durante encontros agonisticos, machos de P.
azureus emitem cantos agressivos complexos, compostos por uma série de grupos de
notas longas, graves, pulsadas e modulacdo na amplitude (BRANDAO et al., 2009;
HAGA et al., 2017). Esse canto pode ser responsavel pelo estabelecimento e
manutencdo de territorios em P. azureus, da mesma forma que ocorre em algumas
espécies de anfibios que produzem cantos mais agressivos, aumentando a complexidade
dos cantos adicionando notas, aumentando a duracdo e numero de pulsos (RYAN,
1985). Portanto, é sensato sugerir que o canto de anincio em P. azureus ndo atua em

contextos intrasexuais.

Pithecopus azureus defende territorios que consistem, principalmente, em

arbustos e folhas, que representam recursos importantes para sobrevivéncia e sucesso
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reprodutivo, como sitios de ovoposicdo, de vocalizacdo e abrigo contra predadores
(DIAS et al., 2014). Fémeas de P. azureus sdo responsaveis por escolher o local da
ovoposicdo, situada nos territdrios dos machos, e alguns estudos indicam que o sucesso
reprodutivo no desenvolvimento dos ovos esta relacionado com o tipo de folha onde sdo
depositados (DE FREITAS et al., 2008; DE OLIVEIRA, 2011; DIAS et al., 2014; DE
OLIVEIRA, 2017). Portanto, com todas essas caracteristicas, é possivel que o sistema
de acasalamento das populacOes estudadas de P. azureus seja baseado na defesa de
recursos, ou algum tipo de agregacdo de territorios onde existe alguma defesa de
recursos, mas ndo baseado no sistema de lek classico, onde machos se agregam de
forma sincrénica no coro e defendem sitios ndo dependentes de recursos, como sugerido
por Wells (2007) para Pithecopus hypochondrialis e Dias e colaboradores (2017) para
Phyllomedusa iheringii. Entretanto, estudos complementares com outras espécies
aparentadas que compartilham a mesma historia de vida, sdo necessarios para testar essa
hipGtese. Ademais, é possivel que exista uma plasticidade no sistema de acasalamento
intraespecifico, capaz de mudar de agregacdo dependente de recursos para um sistema
de acasalamento de animais de reprodugdo explosiva (“scramble competition”),
descrito para duas espécies irmas de P. azureus (P. ayeaye, P. megacephala), em
situacOes onde h& aumento significativo na densidade populacional (DE OLIVEIRADE
et al.,, 2011; DE OLIVEIRA, 2017) e, até condi¢cdes ambientais (BRIGGS, 2008;
LLUSIA et al., 2013).

N&o foram encontradas diferencas significativas na area do padrdo de manchas,
cor e 0 canto entre machos residentes e visitantes efémeros e, portanto, esses sinais ndo
parecem atuar no estabelecimento e manutencao de territérios em P. azureus. Portanto,
ndo aparentam conferir habilidade de luta para machos territoriais. No entanto, é
razoavel sugerir que os padrdes de manchas possam sinalizar a presenca de machos
territoriais, visto que 0s machos possuem comportamentos de expor as partes
conspicuas do flanco e selecionar sitios de vocalizagdo com base na exposi¢do do
poleiro (DIAS et al., 2014). Além disso, o padrdo de manchas pode também ser
utilizado para uma localizagdo mais rapida e precisa de possiveis machos invasores,
enquanto patrulham seus territérios (DIAS et al., 2014). A répida localizacdo de
possiveis machos intrusos pode conferir uma maior habilidade na defesa de territorio e

maior sucesso reprodutivo de machos residentes.
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E possivel que individuos machos que chegam primeiro e permanecem por mais
tempo no coro, machos residentes, detenham maiores vantagens na defesa e manutengéo
dos territérios. Ja foi constatado que alguns anfibios anuros que iniciam as atividades de
vocalizacdo possuem altas taxas de testosterona, sdo mais agressivos, e possuem maior
percepcdo do espaco do ambiente (WELLS, 2007; DIAS et al., 2014). A permanéncia
no coro pode ser 0 aspecto mais importante ndo s6 na manutengdo dos territdrios como
também no sucesso reprodutivo de P. azureus. Estudos demonstram que a permanéncia
no coro pode aumentar consideravelmente o sucesso reprodutivo em algumas espécies
de reproducdo prolongada (RYAN, 1985; WELLS, 2007). A maior frequéncia de
copulas observada no presente estudo foi observada para individuos que permaneceram
defendendo territério por mais de dois meses e aqueles que permaneceram por uma

estacao reprodutiva completa.

Tamanho dos machos € o principal responsavel pelo sucesso em embates fisicos,
no estabelecimento de territorios e para evitar lutas (WELLS, 2007) e foi observado em
algumas espécies do género Agalychnis, membros da Familia Phyllomedusidae
(BRIGGS, 2008). No entanto, o tamanho é mais importante em espécies onde o embate
fisico €, geralmente, a forma de estabelecer dominéancia, e ndo a utilizacéo dos sinais de
adverténcia (WELLS, 2007). Embate fisico é conhecido para muitas espécies de
Phyllomedusidae (ABRUNHOSA e WOGEL, 2004; WOGEL et al., 2004; JANSEN e
KOHLER, 2008; COSTA et al., 2010; VILACA et al., 2011; DE OLIVEIRA et al.,
2011; DE OLIVEIRA, 2017; DIAS et al., 2017), mas ndo é um comportamento
observado com muita frequéncia na natureza (DE CARVALHO et al., 2008; COSTA et
al., 2010, DE OLIVEIRADE et al., 2011; DIAS et al., 2014; DE OLIVEIRA, 2017).
Além do mais, sdo considerados comportamentos mediados pela densidade
populacional e competicao por recursos escassos (WELLS, 2007). Durante o periodo do
estudo ndo foi observado nenhum embate fisico, somente um evento agonistico onde

um macho territorial tentou deslocar o amplexo de um macho intruso.

Os resultados deste estudo mostram que existe uma tendéncia de individuos
residentes possuirem menores tamanhos e menor condi¢do corporal do que visitantes
efémeros. Esse resultado pode ser explicado pelos custos da permanéncia no coro
durante longos periodos, levando a uma reducdo na massa corporea, ao contrario de
animais que gastam menos energia, como flutuante ou satélite, que permanecem por

poucas noites no coro e apresentam melhor condicdo corporal. Esse padrdo ja foi
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observado para algumas espécies da familia (WOGEL et al., 2006; DE CARVALHO et
al., 2008; DIAS et al., 2014).

Um fato que deve ser levado em consideracdo é que nao foram observados todos
0s eventos reprodutivos durante o periodo do estudo e levar em consideracdo que
desovas encontradas nos territérios dos machos territorialistas, poderiam tanto ser dos
machos dominantes quanto de machos efémeros . Copulas triplas e até quintuplas ja
foram observadas na familia (WOEGEL et al., 2005; DIAS et al., 2012; DE
OLIVEIRA, 2017) e provavelmente constituem uma estratégia evolutivamente estavel
adotada por visitantes efémeros, aumentando chances de ter pelo menos alguns ovos
fecundados. A possibilidade de desovas de machos efémeros ocorrerem em territorios
de machos territorialistas € uma hipdtese que deve ser testada com testes de paternidade
para saber exatamente qual o sucesso reprodutivo de individuos que adotam estratégias

alternativas e elucidar possiveis vantagens relacionadas a multiplas copulas.

CONCLUSAO

E possivel sugerir que Pithecopus azureus adota um sistema de acasalamento do
aglomerado, com defesa de recursos, visto que os individuos chegam de forma
assincrénica no coro e que certos machos defendem territdrios e recursos por um longo
periodo de tempo. Tal defesa pode possivelmente ser importante para a sobrevivéncia
dos ovos. Além disso, o padrdo de manchas no flanco, cores e o canto reprodutivo ndo
parecem conferir nenhuma vantagem na territorialidade de P. azureus. Mesmo assim, 0
padrdo de manchas nos flancos de Pithecopus, uma caracteristica com dicromatismo
sexual descrito (Capitulo 1), talvez possa sinalizar a presenca de machos territoriais e,
possivelmente, também ser utilizando por machos territoriais para deteccdo de machos
invasores. No entanto, chegada antecipada no territorio e a permanéncia no coro
parecem representar as maiores vantagens no estabelecimento e manutencdo de
territorios e, possivelmente, garantem maior sucesso reprodutivo de individuos, como

sugerido por Wogel e colaboradores (2004) para a espécie irma, P. rodhei.

Esse estudo foi a primeira tentativa de entender padrbes de
territorialidade, estabelecimento e manutencdo de territorios, atraves de analises das
varidveis acusticas e visuais em uma espécie de Phyllomedusidae. Esse estudo abre um
novo caminho para as pesquisas com comunicacdo bimodal em espécies arboricolas, de

coloragdo conspicua e habitos noturnos.
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