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RESUMO

CARVALHO, Thiago Ribeiro. Evolucdo do canto de anuncio nos géneros Adenomera e
Leptodactylus (Anura, Leptodactylidae, Leptodacylinae), com aplicacdo taxondmica a
populacdes e espécies de Leptodactylinae. 2017. 257 p. Tese (doutorado em Biologia
Comparada) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de

Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, 2017.

As vocalizagbes em anuros sdo comumente conspicuas e, até certo ponto, estereotipadas.
Nesse grupo, o principal sinal acustico emitido por machos (canto de anuncio) basicamente
codifica dois tipos de informacdo: a atracdo de fémeas coespecificas e 0 anuncio da posicao
do macho em atividade de vocalizacdo, especialmente relevante na orientacdo espacial e
delimitacdo de sitios de vocalizacdo em espécies territoriais. Mais modernamente, com 0
devenvolvimento de métodos computacionais para incorporar a informacdo filogenética
disponivel para um dado grupo de organismos, tornou-se factivel explorar tendéncias
evolutivas e testar hipoteses adaptivas para de maneira mais apropriada, levando em conta a
dependéncia filogenética dos taxons. Leptodactylinae € um grupo de anuros Neotropicais rico
em espécies (ca. 95 spp.), cuja distribuicdo esta essencialmente compreendida na regido
Neotropical. Esse taxon apresenta uma diversidade notavel de vocalizacGes. A diversidade de
padrdes acusticos em Leptodactylidae por si s6 ressalta o potencial desse taxon representar
um bom modelo para estudos focados no entendimento dos padrdes e processos
macroevolutivos envolvidos na evolucdo acustica nesse grupo de vertebrados. Nesse estudo,
foi realizada uma revisdo detalhada dos sinais acusticos reprodutivos, i.e. canto de anuncio,
pela primeira vez analisados para esse taxon através de procedimentos e configuracdes
padronizadas e com quantificagdes automatizadas. Os resultados das andlises acusticas foram
entdo associados aos padrbes morfoldgicos na investigacdo dos padrdes de diversidade
criptica e reavaliagdo taxondmica de algumas populacdes e espécies em Leptodactylinae,
além da abordagem comparativa a partir dos resultados obtidos das analises acusticas a fim de
explorar as principais tendéncias e processos evolutivos dos sinais acusticos nesse grupo de
anuros. Os resultados revelaram que existem diferentes padrbes de diferenciacdo fenotipica
nesse taxon, apontando para a necessidade de revisdes taxondmicas em diferentes clados de
Leptodactylinae, com resultados contundentes para o clado L. melanonotus (a reavaliacdo de
sinbnimos juniores nesse clado indicaram que duas espécies devem ser revalidadas) e

Adenomera (reconhecimento de diversidade criptica em A. hylaedactyla com base em



evidéncia acustica). A exploracdo de métodos comparativos filogenéticos relevou tendéncias
evolutivas interessantes, como, por exemplo, 0s surgimentos e desaparecimentos recorrentes
de estruturas temporais (pulsos) e mudancas acentuadas na estrutura espectral dos sinais
acusticos (deslocamento da frequéncia fundamental em algumas espécies de Adenomera), tais
fendmenos sem relagdo aparente com tamanho corporal ou estrutura dos habitats ocupados
por essas espécies. Os dados acusticos oriundos desse estudo se mostraram eficazes nas
resolucdes taxondmicas em varias espécies de Leptodactylinae. Estudos futuros focando em
aspectos da morfologia do aparato vocal, e biomecénica de producdo de som, podem
informativos acerca do entendimento dos processos envolvidos em distintos padrdes acusticos

reconhecidos em Leptodactylinae.

Palavras-chave: Anfibios. Biodiversidade. Taxonomia integrativa. Comunicacdo animal.

Sinais acusticos. Regido Neotropical. Métodos Comparativos Filogenéticos. Macroevolucao.



ABSTRACT

CARVALHO, Thiago Ribeiro. Evolution of advertisement call in the genera Adenomera
and Leptodactylus (Anura, Leptodactylidae, Leptodacylinae), with taxonomic
application to populations and species within Leptodactylinae. 2017. 257 p. Tese
(doutorado em Biologia Comparada) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, 2017.

In anurans, vocalizations are usually conspicuous and stereotyped to some extent. In this
group, the major acoustic signal broadcast by males (advertisement signal/call) basically
encodes two kinds of information: the attraction of conspecific females and the advertisement
of the position of a calling male, maintaining male spacing functioning as an auditory cue in
the delimitation of calling sites in territorial species. More recently, the development of
computational methods as a means of incorporation of phylogenetic information available for
a given group of organisms allowed scientists to explore evolutionary trends and to test for
adaptative hypotheses more properly, taking into consideration phylogenetic dependence
among taxa. Leptodactylinae is a species-rich taxon (ca. 95 spp.), whose distribution
encompasses the Neotropical region. This frog group exhibits a remarkable diversity of
vocalizations. This pattern in Leptodactylinae draws attention to the fact that this group could
be a promising model organism to studies focused on macroevolutionary patterns and
processes involved in the acoustic evolution in this vertebrate group. In the present study, a
comprehensive acoustic review was conducted, and it was the first time for this group that the
analytical procedures and standardized settings were employed in an automated fashion for
the quantification of acoustic traits. The results of the acoustic analysis was then associated
with morphological patterns as a means to investigate the patterns of cryptic diversity and
taxonomic reappraisals for some populations and species, as well as the application of
comparative methods from the results obtained to explore the major evolutionary trends and
processes of acoustic traits in this frog group. The results revealed that there are distinctive
patterns of phenotypic differentiation present across Leptodactylinae clades, which indicate
that taxonomic reassessments are required, particularly in the L. melanonotus clade
(revaluation of the junior synonyms showed that two species should be relavalidated) and
Adenomera (cryptic diversity was uncovered under the name A. hylaedactyla based on
acoustic evidence). The phylogenetic comparative methods recovered interesting evolutionary

trends as, for instance, the convergent appearances and losses of structures related to the time



domain (pulses) and remarkable changes in the frequency domain (doubling of the
fundamental frequency in some species of Adenomera), both phenomena being apparently
unrelated to differences in body size or calling habitats. The acoustic data gathered here was
efficient in species discrimination and should represent a good line of evidence to address
species-level taxonomy in Leptodactylinae. Future research focused on aspects of the vocal
apparatus and the mechanisms of sound production might tell us more about the evolutionary
processes involved in the distinctive acoustic patterns that were recognized in

Leptodactylinae.

Keywords: Amphibians. Biodiversity. Integrative taxonomy. Animal communication.

Acoustic signals. Neotropical region. Phylogenetic comparative methods. Macroevolution.
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1 INTRODUCAO GERAL

A evolugdo do comportamento tem sido um dos focos principais em estudos
etoldgicos ha muitas décadas (MILNE; MILNE, 1939; JOHNSGARD, 1961; CRANE,
1966; OTTE, 1970). Mais recentemente, estudos comparativos sob uma abordagem
evolutiva comegaram a ser cada vez mais explorados (BROOKS; MCLENNAN, 1991),
principalmente com o surgimento de métodos comparativos filogenéticos mais robustos
(HARVEY; PAGEL, 1991). Através destes meétodos, padrdes de evolucdo
comportamental puderam ser mapeados em filogenias, possibilitando, assim, a
reavaliacdo de estudos etoldgicos classicos levando em conta a historia evolutiva dos
organismos, assim como testes de hipdteses adaptativas (FELSENSTEIN, 1985;
MCLENNAN et al., 1988; BAUM; LARSON, 1991).

Tendéncias evolutivas podem ser identificadas através de Métodos
Comparativos Filogenéticos (MCFs) de um conjunto de taxons. Esses caracteres
incluem descri¢des de caracteres fenotipicos, bem como do ambiente dos organismos
(HARVEY; PAGEL, 1991). Através de MCFs ¢ possivel, entre outras aplicacdes, i)
detectar o sinal filogenético de caracteres ou conjunto deles, que pode ser
brevemente definido como a tendéncia de que espécies mais proximas
filogeneticamente sejam mais semelhantes entre si do que ao acaso; ii) distinguir
origens evolutivamente independentes de estados de carater (homoplasias) de casos
de semelhanca por descendéncia (homologias); iii) testar mudancas evolutivas
correlacionadas entre caracteres, e, por exemplo, associagdes entre 0s caracteres e o
informacgdes ecoldgicas ao longo da filogenia; iv) explorar modelos evolutivos
distintos buscando a melhor hipétese de explicacdo para a mudancas evolutivas de
um carater e seus processos evolutivos subjacentes (DINIZ-FILHO, 2000;
BROOKS; ORD; MARTINS, 2006; MUNKEMULLER et al.; 2012).

A importancia da comunicacdo acustica em estudos de evolu¢do comportamental
e de sistemas de comunicacdo tem sido extensivamente documentada (BRADBURY;
VEHRENCAMP, 1998). Em anfibios anuros, o principal sinal acustico vocal emitido
por machos (sinal de anuncio) transmite dois tipos de informagdo basicamente: a
receptividade sexual a fémeas coespecificas (BLAIR, 1958; WELLS, 1977), e o andncio
da posicdo do macho vocalizando, auxiliando na manutencéo de espacamento entre eles
e afastando e intimidando machos coespecificos competidores; nesse ultimo caso,
especialmente para espécies com comportamento territorial (GERHARDT, 1994;



NARINS et al., 2007; WELLS, 2007). Caracteristicas temporais desse tipo de sinal
acustico sdo consideradas mais suscetiveis a atuacdo de selecdo sexual, uma vez que
elas possuem alta variabilidade (propriedades dinamicas; GERHARDT, 1991). Por
outro lado, caracteristicas espectrais tendem a ser mais conservadas ou até mesmo
estereotipadas entre cantos de um individuo ou entre individuos (propriedades estaticas;
GERHARDT, 1991), consideradas importantes parameteros de reconhecimento
especifico (GERHARDT, 1991).

Os sinais acusticos (vocalizagdes) de anuros sdo, na grande maioria das especies,
o principal sinal emitido pelos machos em contexto reprodutivo (WELLS, 2007) e
representam um bom modelo para estudos comparativos e evolugdo comportamental
(COCROFT; RYAN, 1995; ROBILLARD et al., 2006; ERDTMANN; AMEZQUITA,
2009). A comunicacdo acustica nesse grupo tem sido estudada principalmente a partir
da década de 1950, com o advento de equipamentos portateis para gravacdo em campo
(BLAIR, 1955; FOUQUETTE, 1960; LITTLEJOHN, 1965; DUELLMAN, 1967).

Parte do interesse cientifico deve-se ao fato desse grupo possuir geralmente
vocalizagbes conspicuas e altamente estereotipadas, e da percepcdo geral de que a
estrutura dos sinais acusticos muito provavelmente ndo é influenciada por experiéncia
de aprendizagem. Dessa forma, tadxons desse grupo de vertebrados representam
potencialmente organismos modelo apropriados para estudos multidisciplinares
pautados em varias tematicas, tais como selecao sexual, especiacdo e de mecanismos de
producdo, reconhecimento e localizacao de sinais acusticos, além da aplicacdo a estudos
taxondmicos e sistematicos (RYAN, 1988; 2001; GERHARDT; HUBER, 2002;
WALKOWIAK, 2006; NARINS et al., 2007).

Leptodactylidae € um taxon rico em espécies (> 200), com distribuicdo
essencialmente compreendida na regido Neotropical (FROST, 2017). Esse grupo
apresenta uma diversidade notavel de vocalizacGes, por exemplo, envolvendo padrdes
distintos de modulagdo em amplitude e frequéncia, mesmo em espécies proximamente
relacionadas ou até mesmo cripticas (HEYER et al., 1996; FUNK et al., 2008;
CARVALHO; GIARETTA, 2013a). A diversidade de vocaliza¢des em Leptodactylidae
por si sO ressalta o potencial para estudos focados nos processos evolutivos promotores

da alta variabilidade de sinais acusticos no grupo.
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CAPITULO 1 - DIVERSIDADE FENOTIPICA E EVOLUCAO DOS
SINAIS ACUSTICOS EM ADENOMERA (ANURA,
LEPTODACTYLIDAE, LEPTODACTYLINAE)






1 CONTEXTUALIZACAO DO TAXON MODELO: ADENOMERA

Historicamente, Leptodactylidae é um taxon de anuros Neotropicais j& abrigou
muitos grupos diferentes, fazendo com que esse agrupamento, por muitas vezes,
representasse um agrupamento polifilético (LYNCH, 1971; HEYER, 1975;
RUVINSKY; MAXSON, 1996). Esse clado estd atualmente mais bem estabelecido e
corresponde a um taxon monofilético (FROST et al., 2006). Pyron e Weins (2011)
reformularam as inter-relacGes dos trés clados mais inclusivos de Leptodactylidae com
base em dados moleculares: Leiuperinae, Leptodactylinae e Paratelmatobiinae. Fouquet
et al. (2013) posicionaram filogeneticamente Crossodactylodes e Rupirana e
propuseram o clado Crossodactylodinae para ambos, que foi sinonimizado a
Paratelmatobiinae posteriormente (OHLER; DUBOIS, 2012; DUBOIS, 2013).

O taxon Leptodactylinae atualmente abriga 96 espécies, representado por
espécies com distribuicdo desde a América do Norte (sul do Texas, EUA, e México), e
ao longo de toda a extensdo Neotropical, na América Central, ilhas do Caribe e América
do Sul. A rigueza desse taxon € principalmente representada pelos géneros
Leptodactylus (74 spp.) e Adenomera (18 spp.) (FROST, 2017). O género Leptodactylus
foi tradicionalmente classificado em cinco grupos fenéticos, principalmente com base
em morfologia e comportamento (HEYER, 1969; MAXSON; HEYER, 1988): os
grupos de L. melanonotus, L. latrans (anteriormente L. ocellatus), L. pentadactylus, L.
marmoratus e L. fuscus. Pyron e Weins (2011) ressuscitaram o nome Adenomera
Steindachner ao grupo de L. marmoratus, formando um clado com o género monotipico
Lithodytes (Fitzinger, 1843). Essa classificagdo foi posteriormente corroborada por
Fouquet et al. (2013, 2014), que estudaram a histéria evolutiva e divergéncia dos clados
de Adenomera, associando-os com os padr@es de distribuicdo, além de terem apontado
para a riqueza subestimada contida no grupo.

O género Adenomera atualmente contém 18 especies distribuidas em ambientes
abertos e florestais a leste dos Andes (FROST, 2017). Adolpho Lutz (1930) foi o
primeiro a unir espécies de Adenomera em um agrupamento (subgénero Parvulus)
dentro de Leptodactylus: L. (Parvulus) trivittatus (LUTZ, 1926), atualmente sinénimo
janior de A. marmorata (HEYER, 1973), e L. (Parvulus) nanus. Subsequentemente,
Parker (1932) indicou que o género Adenomera tinha prioridade por ter sido empregado
primeiro e propds o uso desse nome como subgénero de Leptodactylus ao inves de
Parvulus. Heyer (1969a) seguiu as mudancas nomenclaturais propostas por Parker e



alocou as espécies do subgénero Adenomera ao grupo L. marmoratus; Heyer (1973)
incluiu outras espécies ao grupo: L. andreae, L. bokermanni, L. hylaedactylus e L.
martinezi. Contudo, em 1974, esse autor elevou o subgénero Adenomera ao ranking de
género e propds que, juntamente com o grupo formado por Lithodytes lineatus +
Leptodactylus discodactylus, seria grupo irmao das outras espécies de Leptodactylus. A
despeito da posi¢do de L. discodactylus, o clado formado por Adenomera + Lithodytes é
quase unanime na literatura atual concernente a sistemética desse grupo (PYRON;
WIENS, 2011; FOUQUET et al., 2013, 2014).

Em Adenomera, foi dado interesse especial, no presente estudo, ao par de
espécies A. andreae—A. hylaedactyla, curiosamente ndo intimamente relacionadas
entre si no género (FOUQUET et al., 2014), cuja a ocorréncia simpatrica esta
essencialmente restrita ao dominio amazénico (HEYER, 1973). Primeiramente, é
importante ressaltar a dificuldade historica de identificacdo das espécies de Adenomera
e ndo € diferente com o par de espécies focais. Essas espécies sdo comumente
identificadas erroneamente ao longo de sua vasta regido de simpatria na Amazonia,
fendmeno observado nas cole¢cbes zooldgicas onde espécimes foram examinados para o
presente estudo. Os erros recorrentes de identificacdo sdo, em parte, reflexo da
similaridade morfolégica e cromatica em espécies do grupo, mesmo que nao sejam
necessariamente proximamente relacionadas. Com a integracdo de dados acusticos e
genéticos, padrdes de diversidade antes ndo reconhecidos ou mal estabelecidos tém sido
revelados (ANGULO et al., 2003; BERNECK et al., 2008; KWET, 2007,
CARVALHO; GIARETTA, 2013a,b).

E importante salientar que no caso do par de espécies supracitado, padroes
morfoldgicos e de coloracdo foram estabelecidos na separacdo dessas espécies por
Heyer (1973), e parte das caracteristicas listadas parecem ser Uteis na discriminacao
dessas espécies até hoje. Esse autor revisou dezenas de populacdes desse género de
varias regides e biomas da América do Sul em 1973, além de ter tido a oportunidade de
acessar material tipo das espécies nominais e dos nomes de espécie que ele sinonimizou
no mesmo trabalho. O problema taxonémico histérico desse par de espécies esta
atualmente em torno de dois pontos centrais: i) a inexatiddo da localidade tipo de uma
delas (A. hylaedactyla), descrita como uma regido extensa delimitada por dois rios da
Amazonia peruana/equatoriana (MALNATE, 1971); e ii) a possibilidade de que a série
tipo da outra espécie (A. andreae), composta por quatro sintipos, contenha duas espécies
distintas. Com o reconhecimento do problema histdrico associado a essas espécies, uma



revisao circunstanciada faz-se necessaria. Esses pontos foram abordados em detalhe

nesse capitulo.






2 OBJETIVOS

Os objetivos gerais desse capitulo foram descrever a diversidade de caracteres
fenotipicos em Adenomera, um grupo de anuros Neotropicais, investigar os graus de
associacdo/correlacao entre caracteres acusticos e esses com tamanho corporal e habitats
de vocalizacdo, e revisar questdes taxondmicas pertinentes relativas a esse taxon.

Especificamente, esse capitulo teve como objetivos principais:

a) a caracterizacdo detalhada dos padrdes de diversidade das vocalizaces de
anuncio, morfologia externa e coloracdo em Adenomera, tendo como foco principal os
dados acusticos;

b) a investigacdo de padrdes de diversidade criptica no taxon, ja reconhecidos
em estudos anteriores;

c) a revisdo das diagnoses e avaliacdo do status taxondmico de algumas espécies
e populagdes pouco estudadas, com enfoque no par de espécies A. andreae—A.
hylaedactyla;

d) o estudo da evolucdo de sinais acusticos em Adenomera através de métodos

comparativos filogenéticos.



CAPITULO 2 — DIVERSIDADE FENOTIPICAE EVOLUCAO DOS
SINAIS ACUSTICOS EM LEPTODACTYLUS (ANURA,
LEPTODACTYLIDAE, LEPTODACTYLINAE)






1 CONTEXTUALIZACAO DO TAXON MODELO: LEPTODACTYLUS

O taxon Leptodactylinae atualmente abriga 96 espécies, representado por
espécies com distribuicdo desde a América do Norte (sul do Texas, EUA, e México), e
ao longo de toda a extensdo Neotropical, na América Central, ilhas do Caribe e América
do Sul. A rigueza desse taxon € principalmente representada pelos géneros
Leptodactylus (74 spp.) e Adenomera (18 spp.) (FROST, 2017). O género Leptodactylus
foi redefinido e classificado em cinco grupos fenéticos, principalmente com base em
morfologia e comportamento por Heyer (1969): os grupos de L. melanonotus, L. latrans
(anteriormente L. ocellatus), L. pentadactylus, L. marmoratus e L. fuscus. Pyron e
Weins (2011) recuperaram o género Hydrolaetare como grupo irmdo de todos o0s
Leptodactylus em sentido estrito. Essa inter-relagdo entre os géneros foi corroborada em
estudos filogenéticos subsequentes (FOUQUET et al., 2013; DE SA et al., 2014). O
grupo L. marmoratus foi realocado no género Adenomera (PYRON; WIENS, 2011).

Ha dois estudos filogenéticos de base moderna (cladistico) que consideram
estritamente o género Leptodactylus (PONSSA, 2008; DE SA et al., 2014). No primeiro
estudo, foi disponibilizada uma hipdtese filogenética apenas para o grupo de L. fuscus
com base em caracteres fenotipicos (caracteres osteoldgicos principalmente). Tal estudo
representou a primeira contribuicdo através de abordagem filogenética para o grupo L.
fuscus (PONSSA, 2008), até entdo definido com base em padrGes morfoldgicos e
comportamentais (HEYER, 1969, 1978). Os resultados confirmaram a hipdtese de
monofiletismo desse grupo de espécies de Leptodactylus (PONSSA, 2008). No estudo
mais recente (DE SA et al., 2014), foi publicada a primeira hipétese filogenética para o
género através de dados genéticos com uma amostragem representativa de espécies de
cada um dos grupos de Leptodactylus, além de distribuicGes e informacg6es fenotipicas
compiladas para as espécies, dentre outras informagdes pertinentes a esse taxon.

A posicdo filogenética de Leptodactylus discodactylus foi historicamente
controversa. Essa espécie foi descrita originalmente em Leptodactylus (BOULENGER,
1884), mas um novo género foi proposto (Vanzolinius) para acomodar essa espécie
(HEYER, 1974a). Em outro estudo (HEYER, 1974b), o mesmo autor investigou as
inter-relacOes entre as espécies de Adenomera, e V. discodactylus foi recuperado como
irmdo de Lithodytes (grupo irmé&o de Adenomera atualmente). Mais recentemente, De

Séa et al. (2005) investigaram as inter-relacfes entre Vanzolinius e outros géneros de



Leptodacatylinae (Adenomera, Lithodytes e Leptodactylus). As andlises recuperaram
Vanzolinius embebido em Leptodactylus. A fim de manter Leptodactylus monofilético,
esses autores propuseram a sinonimizacdo de Vanzolinius a Leptodactylus. Os
resultados obtidos por Frost et al. (2006) foram congruentes. A posicdo de L.
discodactylus dentro do grupo L. melanonotus (sensu HEYER, 1969) foi recuperada
também em estudos subsequentes (PYRON; WIENS, 2011; FOUQUET et al., 2013; DE
SAetal., 2014).



2 OBJETIVOS

Os objetivos gerais desse capitulo foram investigar os padrbes de diversidade
fenotipica em Leptodactylus, com enfoque na caracterizagdo acustica, e investigar 0s
graus de associacao/correlacdo entre caracteres acusticos e esses com tamanho corporal,
além de revisar questdes taxondmicas pertinentes relativas a esse taxon.

Especificamente, esse capitulo teve como objetivos principais:

a) a caracterizacdo detalhada das vocalizagdes de anincio em Leptodactylus,
com foco principal nos clados de Leptodactylus fuscus e L. melanonotus;

b) a investigacdo de padrdes de diversidade criptica nesse taxon, reconhecidos
em estudos anteriores;

c) a revisdo das diagnoses e avaliacdo do status taxondmico de algumas espécies
e de populagdes pouco estudadas, com enfoque nos clados Leptodactylus fuscus e L.
melanonotus;

d) o estudo, através métodos comparativos filogenéticos, da evolugdo das
vocalizacGes de anuncio em Leptodactylus.






