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RESUMO

O ruido gerado pelo trafego rodoviario, € hoje, um dos grandes problemas para
espécies que se comunicam acusticamente no entorno de rodovias, uma vez que esse
tipo de som pode mascarar suas vocaliza¢des. A vocalizacdo € um dos aspectos mais
importantes para a biologia reprodutiva dos anfibios anuros, o que faz deste grupo,
vulneravel aos efeitos do mascaramento acustico pelo ruido antropogénico. Em
resposta, muitas espécies sdo capazes de modular suas vocaliza¢des, buscando
maximizar a propagacao de seus sinais. Essa plasticidade pode garantir a recepgao
dos sinais acusticos pelos parceiros, mas, por vezes, dificultar sua interpretacéo,
favorecendo uma reducdo na taxa reprodutiva da espécie. Assim, buscamos
compreender a influéncia do ruido do trafego sobre a comunicacdo acustica de uma
espécie de anuro endémica da Mata Atlantica nordestina: Pristimantis paulodutrai. Para
isso, gravamos as vocalizacdes de individuos em ambientes e horarios com diferentes
niveis de ruido do trafego, e avaliamos possiveis modulacbes em seus parametros
acusticos. Gravamos também, individuos submetidos a diferentes situacfes acusticas
(experimentos de playback) e com distintos niveis de habituacdo ao ruido, buscando
entender as possiveis respostas acusticas. Apesar da baixa sobreposicdo espectral de
seus cantos pelo ruido do trafego, P. paulodutrai modula alguns de seus parametros
acusticos em resposta ao ruido. Verificamos que as respostas parecem levar em conta
0 orcamento energético e 0s contextos sociais envolvidos e que individuos com
experiéncia prévia ao ruido podem responder de maneira diferente de individuos ainda
nao habituados, possivelmente otimizando seu aproveitamento energético. Além de
respostas acusticas, a abundancia e o tamanho corporal dos machos de P. paulodutrai
foi menor em locais proximos da estrada, podendo levar a consequéncias negativas
para 0 sucesso reprodutivo das populagBes. Assim, observamos como o ruido do
trafego afeta as populacdes desta espécie, e destacamos a importancia de mais
trabalhos que visem o aumento do conhecimento de como este impacto se relaciona
com nossa fauna.

Palavras chave: Bioacustica; Comunicacdo animal; Influéncia antropica; Poluicdo
sonora; Ecologia de estradas.



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..o, 7
2. MATERIAIS E METODOS ...ttt 9
2.1, Area de @StUAO ......c.eeiveeeiecee et 9
2.1.1. Ambiente tratamento ............cuuiiiiiiiiiiiei s 9
2.1.2. Ambiente CONLIOle .........ccovveiiieiiiiiee e 9
2.2. ESPECIE-AIVO .....eeeiiiiiiiiiiiiiiieie e 10
2.3. MetodOolOgia......cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 12
2.3.1. Gravagao dos iNdiVIdUOS ........cccovviiiiiiiiiiieeeeieiiiiieeeeeenn 12
2.3.2. O EXPEIMENTIO ...oevviiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 13

2.3.3. Gravacéo e edicdo do ruido do trafego utilizado no
EXPEIMENTO ...ttt 15
2.3.4. Andlises das vocalizagOes gravadas ............ccocccvvvveeeennnn. 15
2.3.5. Andlises estatistiCas ...........cuvvvvveeeiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee 15
3. RESULTADOS ..o e 17
3.1. Influéncia das variaveis eXternas.............cccuuuvvveverrrmmmmmmnnnnnnnnnnnnns 18
3.2. Comparacdao entre ambientes e classes de horério ................... 22
R T = d o =T ] 1 0= (o 1 P 24
4. DISCUSSAOD ..ottt 29
4.1. Pristimantis paulodutrai e a sobreposicao espectral................... 30
4.2. Pristimantis paulodutrai e o ruido do trafego ..............ccccuvvvvennnnes 31
4.3. Efeitos de variaveis NA0 aCUSHICAS...........uuurrrrruminriiiiiiiiiiiiiennannnns 33
5. CONCLUSAOD ..ottt 34

REFERENCIAS ..ot ettt 36



1. INTRODUCAO

A comunicacdo acustica possui um importante papel nas interacbes sociais,
agonisticas e nas atividades reprodutivas de diversos grupos taxondémicos
(DUDZINSKI; THOMAS; GREGG, 2009; PODOS; MOSELEY, 2009; TOLEDO;
HADDAD, 2009; NATALE et al.,, 2011; GREENFELD, 2016). Entretanto, a eficiéncia
dessa comunicacdo pode ser comprometida pelo mascaramento provocado pelo
crescente ruido antropogénico proveniente de rodovias, cidades, portos, aeroportos,
entre outros (FAHRIG et al., 1995; SUN; NARINS, 2005; TRESSLER; SMOTHERMAN,
2009; MCGREGOR et al., 2013; LUTHER; PHILLIPS; DERRYBERRY, 2016; CAORSI
et al., 2017).

Estudos vém conseguindo demonstrar o impacto deste tipo de ruido sobre
diversos grupos faunisticos, como aves (SLABBEKOORN; PEET, 2003; BRUMM, 2004;
SLABBEKOORN; BOER-VISSER, 2006; WOOD; YEZERINAC, 2006; LUTHER;
PHILLIPS; DERRYBERRY, 2016), mamiferos (TERHUNE; STEWART; RONALD, 1979;
CROLL et al., 2001; TYACK; GORDON; THOMPSON, 2003; SOUSA-LIMA; CLARK,
2009; TRESSLER; SMOTHERMAN, 2009; HOTCHKIN; PARKS; WEISS, 2013;
DUARTE et al., 2017), anfibios (KAISER; HAMMERS, 2009; CUNNINGTON; FAHRIG,
2013), insetos (SAMARRA et al., 2009) e até peixes (POPPER, 2003; SLABBEKOORN
et al.,, 2010; VOELLMY et al., 2014). Muitas espécies possuem certa plasticidade e
conseguem responder a sobreposicdo de suas vocalizacbes pelo ruido, alterando
parametros de seus sinais acusticos (LOPEZ et al., 1988; SLABBEKOORN; PEET,
2003; BRUMM, 2004; CUNNINGTON; FAHRIG, 2010; HOTCHKIN; PARKS; WEISS,
2013; CAORSI et al., 2017), embora isso possa ndo ser o bastante para garantir a
recepcao e correta interpretacéo dos sinais pelos coespecificos (FORREST, 1994; BEE;
SWANSON, 2007; LUTHER; PHILLIPS; DERRYBERRY, 2016).

A vocalizacdo € um dos aspectos mais importantes para a biologia reprodutiva
dos anfibios anuros, j& que na maioria das vezes, é a principal responsavel pela atracdo
dos parceiros coespecificos (LOFTS, 1974; DUELLMAN; TRUEB, 1986), estando,
portanto, intimamente ligada a seu sucesso reprodutivo (GERHALDT, 1994). Isso os
torna um grupo vulneravel aos efeitos do mascaramento acustico pelo ruido
antropogénico (BEE; SWANSON, 2007). Apesar de seus cantos reconhecidamente
inatos e estereotipados (GERHARDT; GUTTMAN; KARLIN, 1980; HAUSER, 1996), os
anuros podem modular parametros acusticos, como a frequéncia dominante, amplitude,
taxa ou duracdo das chamadas, de modo a evitar o mascaramento, com respostas
variaveis de espécie para espécie (e.g. CUNNINGTON; FAHRIG, 2010; CAORSI et al.,
2017). Algumas espécies podem ainda, evitar as fontes de ruido, ja que a riqueza e
abundéncia de anuros séo correlacionadas negativamente a presenca de rodovias
(FAHRIG et al.,, 1995; FORMAN; ALEXANDER, 1998; CARR; FAHRIG, 2001; SUN;
NARINS, 2005). Espécies cujos parametros de vocalizacdo sdo sobrepostos pelo ruido
tendem a ser mais afetadas, e, portanto, mais propensas a modular suas chamadas
(CUNNINGTON; FAHRIG, 2010), apesar de que, mesmo espécies que emitem
vocalizacbes com parametros nao sobrepostos pelo ruido podem responder
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modificando suas caracteristicas acusticas (CUNNINGTON; FAHRIG, 2010; CAORSI et
al., 2017; MEDEIROS et al., 2017).

Além disso, uma experiéncia prévia a diferentes estimulos, podem gerar, em
uma mesma espécie, diferentes respostas comportamentais e acusticas (DAWSON;
RYAN, 2009). Um impacto a longo prazo, entdo, como o ruido em uma estrada, pode
gerar, ao longo de geracbes, mudancas consideraveis, podendo levar, inclusive, a
especiacdo alopatrica, com vocalizacbes com parametros diferentes atuando como
barreira pré-zigotica (HOSKIN et al., 2005). Alguns estudos demonstram ainda, que
ambientes ruidosos podem selecionar caracteres fisicos, como o proprio tamanho
corporal, onde os espécimes de popula¢gdes que utilizam habitats com elevados niveis
de ruido tendem a ser menores que os individuos de ambientes menos ruidosos
(VARGAS-SALINAS; AMEZQUITA, 2013, 2014).

Pelo fato de se reproduzirem, geralmente, em grandes agregagdes formadas por
varias espécies, 0s anuros, naturalmente, possuem meios comportamentais e acusticos
para evitar o mascaramento de suas vocalizacbes (NARINS, 1982; BRUMM,;
SLABBEKOORN, 2005). O coro reprodutivo promove uma selecdo, moldando a
assembleia de anuros local, inclusive, havendo geralmente, um particionamento
espectral por parte de cada espécie componente (BOURNE; YORK, 2001; AMEZQUITA
et al., 2006). Um novo tipo de ruido, como o produzido pelo trafego, pode entdo, se
sobrepor ao nicho acustico de muitas espécies (CUNNINGTON; FAHRIG, 2010;
KAISER et al., 2011; CAORSI et al., 2017), podendo levar, como observado por Kaiser
et al. (2011), a uma reducdo da densidade de machos, e, consequentemente, do ruido
do coro. Uma vez que o coro reprodutivo esta associado a uma menor chance
individual de predacdo e a um maior sucesso no acasalamento (RYAN; TUTTLE; TAFT,
1981), o ruido antrépico tem, entdo, o potencial de contribuir negativamente para a
ocupacao e sucesso reprodutivo dos anuros, e deve ser levado em consideracao
durante a implantacao de novas fontes de ruido.

Assim, estudos que visam avaliar os efeitos do ruido antropogénico sobre a
comunicacado acustica de diferentes grupos animais podem vir a acrescentar na tomada
de decisbes sobre licenciamento ambiental e escolha de locais adequados para a
construgdo de rodovias movimentadas, linhas férreas, portos, aeroportos e industrias
(AResol u- «0°2Gdmwa mderedmp, no manejo de estradas que cortam
unidades de conservagao ou locais de reprodugcédo e alimentacdo de determinadas
espécies (BERNARDES-FREIRE et al.,, 2011; FRANCIS; BARBER, 2013; KRUGER;
PREEZ, 2016).

Desse modo, buscamos compreender o efeito do ruido do trafego sobre as
vocalizacbes de Pristimantis paulodutrai (BOKERMANN, 1975), uma espécie de
desenvolvimento direto endémica da Mata Atlantica nordestina. Sendo assim,
esperamos que (1) em éareas expostas ao ruido do trafego, mesmo com a baixa
sobreposicao acustica, os machos de P. paulodutrai modulem os parametros acusticos
das vocalizac¢des; (2) haja uma modulacdo dos cantos durante a noite, entre o horario
de pico do trafego e o horéario apos a reducdo no fluxo rodoviario; (3) os parametros
acusticos das vocaliza¢Ges de P. paulodutrai variem sob o estimulo do ruido do trafego
(playback), bem como depois de cessado o estimulo; (4) os individuos apresentem
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respostas mais acentuadas em seus parametros acusticos quando submetidos a um
ruido com maior sobreposi¢cdo com seus parametros espectrais; (5) hajam respostas ao
ruido divergentes por parte dos individuos j4 acostumados ou ndo a este impacto e (6)
haja um efeito do ruido do trafego no tamanho e na abundancia dos machos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Areade estudo

O estudo foi conduzido no municipio de llhéus, sul da Bahia, Brasil, uma regido
litorAnea pertencente ao dominio morfoclimatico da Mata Atlantica. Amostramos dois
ambientes distintos: (1) as margens da Rodovia Jorge Amado (BR-415), que liga a
cidade de llhéus a vizinha Itabuna (ambiente tratamento) e (2) locais distantes de ruidos
antropogénicos afastados de estradas movimentadas (ambiente controle) (Figura 1). As
amostragens foram realizadas em trés pontos para cada ambiente. Para minimizar a
influéncia da estrutura ambiental na propagacéo das vocalizac¢des, realizamos todas as
amostragens em areas de agroflorestas de cacau, conhecidas localmente como
"cabrucas". As cabrucas séo sistemas de cultura que consistem na substituicdo do sub-
bosque da floresta pelo cacau e a conservacéo de grande parte do dossel nativo para o
sombreamento dos cultivares (LOBAO et al., 2011).

2.1.1. Ambiente tratamento

Ladeada por trechos de pastagens, vegetacao arbustiva e cultivos de cacau em
cabrucas, a Rodovia Jorge Amado além de fazer a integracdo das duas cidades, as
comunica também a povoados, universidades e centros de comércio e atua no
escoamento de cargas do porto de Ilhéus, possuindo, entdo, transito constante de
motos, carros, 6nibus e caminhdes em ambos os sentidos.

Medimos, com um decibelimetro Minipa MSL-352C, a amplitude do ruido do
trafego em trés pontos (Pontos T1, T2 e T3) durante 30 minutos cada, a uma distancia
de 15 m da rodovia, resultando em uma amplitude média de 72,8 dB em horarios de
pico (18:00-19:30 horas) e de 66,5 dB apds o horario de pico (depois das 20 horas).

2.1.2. Ambiente controle

Com no minimo 2,8 km de distancia (ver CARR; FAHRIG, 2001) da rodovia
asfaltada mais proxima e relativamente distantes de centros de habitacdo, os pontos
gue compdem o ambiente controle apresentam baixo ruido antropogénico.

Também medimos, com o mesmo decibelimetro, durante 30 minutos, em trés
pontos (Pontos C1, C2 e C3) e a amplitude do ambiente acustico de fundo alcangou
uma média de 51,6 dB.
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8 km

Figura 1: Areas de amostragem controle (C1, C2 e C3) e tratamento (Ti,r WT2 e?3) ao Iongb da
Rodovia Jorge Amado (BR-415) em llhéus, Bahia, Brasil. A BA-648 ndo é pavimentada.

2.2. Espécie-alvo

Pristimantis paulodutrai (BOKERMANN, 1975) (Figura 2) é descrito da regido de
llhéus, Bahia, e ocorre no interior e bordas de matas (SILVA, 2009; GONDIM-SILVA et
al., 2016) da porcao sul e sudeste do Estado da Bahia (PIMENTA; JUNCA, 2004) até o
estado de Alagoas (LIMA; SKUK, 2006). Por possuir dilatacdes nas extremidades dos
dedos adaptadas a ocupacéo do estrato vertical, distribui-se desde a serapilheira até a
vegetacdo herbacea e arbustiva (SILVA, 2009) e pelo fato de apresentar
desenvolvimento direto, depositando os ovos no solo Umido, possui uma menor
dependéncia dos ambientes aquéticos (HEDGES; DUELLMAN; HEINICKE, 2008).

Junto a descricdo da espécie, Bokermann (1975) caracterizou o canto de
anuncio de Pristimantis paulodutrai como composto por duas a trés notas seguidas,
com menos de 0,2 segundos de duracdo, emitidas em intervalos varidveis e contendo
quatro harménicos principais (Figura 3).

E uma espécie tolerante a ambientes antropizados, sendo comum nas margens
das rodovias do sul da Bahia, encontrada, inclusive em fragmentos de vegetacdo no
centro da cidade de Ilhéus (Comunicagao pessoal).

Como sdo abundantes nos locais onde ocorrem (PIMENTA; JUNCA, 2004;
SILVA, 2009; Comunicacdo pessoall) e menos dependent e s(SId/Aa,
2009), o efeito do coro sobre suas vocalizagbes € minimizado devido a menor
densidade nas agregacfes, 0 que torna as espécies do género Pristimantis, bons
modelos para estudos sobre o efeito do ruido antropogénico na comunica¢ado animal.

corp
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Além disso, praticamente todos os estudos que avaliam o efeito do ruido sobre os
anuros visam familias como Hylidae, Ranidae, Bufonidae e Microhylidae (e.g.
MAZEROLLE; HUOT; GRAVEL, 2005; SUN; NARINS, 2005; KAISER; HAMMERS,
2009; CUNNINGTON; FAHRIG, 2010; KAISER et al., 2010; CAORSI et al., 2017), mas
sdo raros ou inexistentes os trabalhos que avaliem o efeito do ruido do trafego com
espécies de desenvolvimento direto.

Figura 2: Macho de Pristimantis paulodutrai (BOKERMANN, 1975) em seu sitio de
canto.
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Figura 3: Espectograma do canto de Pristimantis paulodutrai apresentado por Bokermann (1975) na
descricao original da espécie.

2.3. Metodologia
2.3.1. Gravacao dos individuos

As gravacdes foram realizadas entre maio de 2018 a janeiro de 2019, em 61
noites de amostragem. Tiveram inicio apos o pér do sol e foram classificadas, em duas
etapas temporais: (1) gravacfes no horario de pico de atividade e/ou do trafego (17:30
as 20 horas) e (2) gravacdes apos o horério de pico (a partir das 20 horas). O horario de
pico das 17:30 as 20 horas é assim classificado por conter um intenso fluxo de carros,
motocicletas, Onibus e caminhfes na rodovia. Este também é o horario de maior
atividade de vocalizagdo de Pristimantis paulodutrai (SILVA, 2009). A partir das 20
horas, o transito de veiculos ja € baixo e segundo Silva (2009), ha uma significativa
reducdo na atividade de vocalizacdo de P. paulodutrai, diminuindo a interferéncia do
ruido da estrada e/ou da influéncia do coro reprodutivo nas vocalizagdes.

No ambiente tratamento, os individuos foram gravados a uma distancia de até 30
m da rodovia. Depois de selecionado o individuo vocalizador, foi feito o possivel para
que outros anuros em atividade de vocalizacdo em um raio de 3 m fossem removidos,
para tentar evitar a influéncia de outros individuos nos parametros da vocaliza¢do e na
gravacdo. Quando o macho selecionado parava de vocalizar devido a preparacédo dos
equipamentos, foi aguardado um tempo suficiente para que este retornasse a sua
atividade de vocalizagdo normal para entao ser iniciada a gravacgao.

Todas as gravacOes foram realizadas com um gravador Marantz Professional
PMD661 MK II, e um microfone unidirecional Sennheiser K6, fixado sobre um tripé a
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uma distancia de 50 cm e posicionado a altura do sitio de canto do individuo
selecionado.

Buscando avaliar a influéncia de outras variaveis, que néo o efeito do ruido sobre
as vocalizagbes, em cada gravacao realizamos uma estimativa auditiva do nimero de
machos coespecificos que podiamos escutar em atividade de vocalizacdo e tomamos,
com um termo-higrémetro digital portatil Instrutherm HT-260, a temperatura e a umidade
relativa do ar. Nao realizamos gravacdes em meio a chuva, excluindo assim, o seu
efeito sobre a atividade reprodutiva e os efeitos dos ruidos gerados pela mesma.
Aferimos também com um paquimetro digital (precisdo de 0,1 mm), o comprimento
rostro-cloacal (CRC) e com uma balanca digital (precisédo de 0,1 g), a massa. Tomamos
essas variaveis devido a potencial influéncia que podem exercer nas vocalizacdes dos
individuos (CUNNINGTON; FAHRIG, 2013; CAORSI et al.,, 2017). Os individuos
gravados foram fixados e serdo depositados no Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Santa Cruz. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Santa Cruz, sob o protocolo n° 019/18 e
a coleta dos individuos gravados foi prevista pela licenca registrada sob o numero
9715-1 no Sistema de Autorizacdo e Informacédo em Biodiversidade (SISBIO).

2.3.2. O experimento

Os experimentos foram realizados em ambos os ambientes (controle e
tratamento), em ambas as classes temporais (pico e fora do pico), e seguiram uma
adaptacao do protocolo proposto por McGregor et al. (1992) e utilizado por Both e Grant
(2012), Caorsi et al. (2017) e Medeiros et al. (2017). Foram conduzidos de duas
diferentes formas, de acordo com o audio reproduzido no playback.

A primeira (sequéncia 1) foi composta por cinco minutos de gravagcdo sem
qualquer interferéncia (pré-estimulo), seguidos de cinco minutos de gravacgao
simultanea a reproducdo de um playback do ruido do trafego, cuja frequéncia
dominante ndo sobrepde a frequéncia dominante dos cantos de Pristimantis paulodutrai
(Figuras 4A e 4C) e finalizando com mais cinco minutos de gravacao sem interferéncia
(pOs-estimulo), totalizando entdo, 15 minutos de reproducéo (P1-E1-P2, onde P1 = Pre-
estimulo; E1 = Estimulo do ruido do trafego; P2 = Pds-estimulo).

A segunda sequéncia experimental (sequéncia 2), foi composta por cinco
minutos de gravacdo sem interferéncia (pré-estimulo), seguidos por cinco minutos de
gravacao sob o estimulo de um ruido branco (Figuras 4B e 4D) utilizado por Medeiros et
al. (2017) que possui uma ampla faixa de frequéncia (de 0 a 8268,8 Hz), sobrepondo-se
a frequéncia das vocalizacfes de P. paulodutrai, e finalizando com mais cinco minutos
de gravacdo sem interferéncia (pos-estimulo), também totalizando 15 minutos (P1-E2-
P2, onde E2 = ruido branco). O ruido branco foi obtido no endereco:
https://simplynoise.com/.

A Sequéncia 1 (P1-E1-P2) foi executada em ambas as classes de horario nas
areas controle e somente fora do horario de pico nas areas tratamento, enquanto a
Sequéncia 2 (P1-E2-P2) foi executada apenas durante o horario de pico no ambiente
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tratamento. Essa decisdo leva em conta o fato que durante o horario de pico, no
ambiente tratamento, o ruido do trafego ja existe, (P1=E1=P2) nao justificando a
execucao de um playback deste mesmo ruido. O ruido branco, por outro lado, tem uma
faixa de frequéncia maior, e poderemos observar, entdo, possiveis respostas
comportamentais por parte dos machos de P. paulodutrai submetidos a um ruido que
sobrepde a frequéncia dominante de suas vocalizagdes.

Uma caixa de som SME-AFS Saul Mineroff Electronics, foi usada para a
reproducdo do playback, sendo posicionada na diregdo do animal a 1,5 metros de
distancia e a 30 cm do chdo. De modo que amplitude média do playback fosse sempre
correspondente a amplitude do ruido do trafego (~ 72,8 dB), antes dos experimentos, 0
volume da caixa de som era ajustado utilizando um decibelimetro Minipa MSL-352C
posicionado a mesma distancia que a caixa se encontraria dos animais (1,5 metros),
configurado a ponderacéo C (para medidas de ruidos de baixa frequéncia), modo FAST
(modo de resposta rapida) e na escala AUTO (30 ~130 dB). Esse volume era entdo
fixado para todos os experimentos naquele dia ho mesmo ambiente. O microfone era
preferencialmente armado de frente para o individuo vocalizador, e no mesmo sentido
da caixa de som, minimizando o efeito do playback na qualidade da gravagdo. Cada
individuo so6 foi submetido uma vez a cada experimento.
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Figura 4: Ruidos utilizados como playback durante a etapa E1l (sequéncia 1) e E2 (sequéncia 2) do

experimento. (A) Oscilograma e (B) espectograma do ruido do trafego gravado as margens da Rodovia Jorge
Amado e (C) Oscilograma e (D) espectograma do ruido branco de amplo espectro de frequéncia utilizado.
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2.3.3. Gravacdao e edicao do ruido do trafego utilizado no experimento

Para construir o playback do ruido do trafego usado nos experimentos (etapa
El), realizamos uma gravagdo no Km 16 da Rodovia Jorge Amado a cinco metros da
borda da rodovia, entre 18:00-18:30 horas (30 minutos), durante o horério de pico.
Utilizamos o mesmo equipamento empregado na gravacdo dos individuos de P.
paulodutrai, com o microfone a 50 cm de altura em relagcéo a rodovia.

Para a edicdo da gravacdo do ruido, utilizamos o software Raven pro 1.5.
Durante os 30 min de gravacao a frequéncia dominante média do ruido foi de 1047,4 +
337,14 Hz. Através de faixas desta gravacdo, construimos o audio de cinco minutos
emitido no playback da etapa E1 do experimento. Utilizamos, para isso, trechos de
audio que apresentavam uma frequéncia dominante equivalente a frequéncia
dominante média da gravagdo total. Também cortamos do &udio as eventuais
vocalizagOes de anuros na gravacao.

2.3.4. Andlises das vocaliza¢fes gravadas

Utilizando o software Raven pro 1.5, foram verificados os seguintes parametros
acusticos: frequéncia dominante ( cal cul ada aut omati canmReakt e coC
Frequency (Hz)0,)duracédo do canto, e o niumero de pulsos de cada canto. Calculamos
também o numero de cantos no periodo de cinco minutos. Os parametros acusticos
foram analisados separadamente para os dois tipos de canto predominantemente
encontrados nas gravacdes (padroes A e B). A proporcdo da emissdo dos cantos
padrdo A ou B foi calculada para cada individuo, através da razédo entre o numero de
cantos de cada padrao, pela somatdria do numero de cantos de ambos os padrdes. Foi
utilizado para as andlises, um FFT igual a 53 (que para os cantos desta espécie, mostra
bem os limites dos pulsos e das vocalizagdes no espectograma). O espectograma foi
configurado na janela Hann com sobreposicdo de 85 %. Os conceitos de cada
parametro acustico analisado seguem as recomendacdes de Koéhler et al. (2017).

As gravacgdes foram divididas em intervalos de cinco minutos, correspondendo
aos periodos de pré-estimulo (P1), Estimulo com o ruido do transito (E1) ou com o
ruido branco (E2) e o pds-estimulo (P2).

2.4. Anédlises estatisticas
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As analises foram feitas separadamente para os cantos padrdo A e B. Foram
incluidos apenas, os cantos dos individuos que vocalizaram mais de uma vez durante
as gravagOes. Por apresentar uma correlacdo forte e significativa com a duracédo dos
cantos (Correlacdo de Spearman: rs = 0,957; p = 2,2 A10™°), o parametro nimero de
pulsos nédo foi incluido nas analises.

Assim, variacbes nos parametros acusticos (1 - frequéncia dominante, 2 -
duracdo do canto, 3 - niumero de cantos em cinco minutos e 4 i proporcao de cantos
padrdao A em relacdo aos cantos padrdo B) foram avaliadas usando Modelos Lineares
Generalizados (GLM - Generalized Linear Model). Para a frequéncia dominante e
duracdo dos cantos foram utilizados os valores médios por individuo ou etapa do
experimento por individuo.

Com o intuito de avaliar modulacdes entre os ambientes/classes de horario,
foram construidos modelos com os parametros acusticos em funcdo das variaveis
preditoras fixas: (I) Ambiente (Tratamento ou Controle); (l) Classe de horéario (Pico ou
Fora do pico); (lll) A interacdo entre Ambiente e Classe de horario. Foi construido
também, um modelo nulo, incluindo a probabilidade do efeito do acaso ou de possiveis
fatores ndo avaliados sobre cada parametro acustico.

Para avaliar variacGes entre as etapas do experimento de playback, para cada
ambiente/classe de horario, separadamente (Tratamento/Pico; Tratamento/Fora do
pico; Controle/Pico; Controle/Fora do pico) foram construidos modelos com cada
parametro acustico em funcdo da v ari 8§vel preditora nPer2od
E1/E2, P2). Também foi construido um modelo nulo, sem a inclusdo dessa variavel.

Os dados foram analisados no ambiente de programacdo R Studio v. 1.1.463
(TEAM, 2016). As i magens gr 8ficas foram c onstippotdci o0n e
(MORALES; R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017).

Os dados referentes aoe @P&remet maes i dwma
APropor - «0o paddio A a ot for8nd ajustados nos modelos seguindo uma
di stribui-«o0o de Gaussian, enquant oveqfieam@as o0 p &
uma superdispersao dos dados na distribuicdo de Poisson (quando a variancia dos
dados € maior que o dobro da média), sendo os modelos ajustados, entdo, seguindo
uma distribuicdo binomial negativa (ZUUR et al., 2009), atrav®s MASSOpacoOot
(VENABLES; RIPLEY, 2002).

Para determinar os modelos que melhor se ajustavam aos dados, foi utilizado,
atrav®s do p a(BQLKER; Ri bEVBELOBMENT CORE TEAM, 2017), o
Critério de Informacdo de Akaike corrigido para pequenas amostras (AlICc). Foi
considerado o modelo mais plausivel, o que apresentava o menor A Ic Qdiferenca
entre o AiCc de um modelo e o AiCc do melhor modelo) (BURNHAM; ANDERSON,
2003). Quando diferentes modelos possuiam valores proximos de @A IcCluma
diferenca menor ou igual a dois), foi considerado como mais plausivel, o modelo mais
simples.

De modo a verificar a existéncia de possiveis influéncias das variaveis: (1)
abundéancia de individuos coespecificos vocalizadores, (2) temperatura do ar (°C), (3)
umidade relativa do ar (%), (4) comprimento rostro-cloacal (cm) e (5) massa (g) sobre
0s parametros das vocalizacGes avaliados realizamos, para cada parametro acustico,
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uma correlacdo de Spearman (U = 0,05). Através de testes t (para CRC e massa
corporal) e testes de Wilcoxon (para a estimativa de machos vocalizadores, temperatura
ambiente e umidade do ar; em vista da
avaliamos se existe diferenca entre as médias das varidveis analisadas entre os
ambientes (controle e tratamento).

3. RESULTADOS

Em 34 das 61 noites de amostragem, foram gravados 72 individuos, sendo 36,
encontrados no ambiente tratamento (26 em horario de pico e 10 apds o horario de
pico) e 36, no ambiente controle (29 em horério de pico e sete apds o horario de pico).

Os dois principais padrdes de cantos de P. paulodutrai identificados nas
gravacgoOes se diferenciavam nos sonogramas, essencialmente, pelo padréo de picos de
amplitude. Os cantos padréo A (Figuras 5A e 5C) sdo compostos por uma Unica nota
multipulsionada, com um maior pico de amplitude nos pulsos iniciais, seguidos de uma
sequéncia mais longa de pulsos com amplitude menor e relativamente uniforme até
reduzirem em amplitude de maneira abrupta no final da nota. Possuem frequéncia
dominante média de 4044,32 + 272,57 Hz (min.: 3750; max.: 4823,4 Hz), duracéo
média de 0,165 * 0,047 segundos (min.: 0,046; max.: 0,39 s) e uma média de 53,64 +
14,25 pulsos (min.: 14; max.: 99 pulsos/canto) (n = 52 individuos). Os cantos padrdo B
(Figuras 5B e 5D) sdo mais curtos que os de padrao A e sdo também formados por uma
Gnica nota com poucos pulsos por canto. Apresentam frequéncia dominante média de
3953,35 + 309,09 Hz (min.: 3445,3; max.: 4500 Hz), duracdo média de 0.021 + 0,006
segundos (min.: 0,005; méax.: 0,043 s) e uma média de 5,93 + 2,17 pulsos (min.: 1;
max.: 15 pulso(s)/canto) (n =50 individuos). Ambos os padrées de cantos possuem em
sua estrutura espectral as chamadas bandas laterais (sidebands), que consistem em
faixas de energia separadas, visualmente semelhantes a harmdnicos, mas que,
diferente destes, por ndo apresentam valores de frequéncia multiplos da frequéncia
fundamental (KOHLER et al., 2017). Os cantos padrdo A e B foram analisados
separadamente.

n«o
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Figura 5: Padrbes de cantos encontrados nas gravacdes das vocalizacbes de Pristimantis
paulodutrai: (A) oscilograma e (C) espectograma de um canto padrdo A e (B) oscilograma e (D)
espectograma de um canto padrdo B. As escalas temporais estdo diferentes para uma melhor
visualizagcéo de cada padréo. FFT = 512; Overlap = 95%; Hann.

3.1. Influéncia das variaveis externas

Foram encontradas correlagfes significativas entre algumas variaveis avaliadas
e 0Ss parametros acusticos (Tabela 1). A duracdo dos cantos padrdo A foi
significativamente correlacionada ao comprimento-rostro-cloacal (CRC) (p < 0,05),
enquanto o numero de cantos, também dos cantos padrdo A, apresentou uma
correlacao significativa com o numero de machos vocalizadores (Figura 6). Verificamos
uma diferenca significativa para o CRC e para o niumero de machos vocalizadores entre
os ambientes (t = 6,12; p = 2,83 A10® e W = 1100,5; p = 0,03, respectivamente; Tabela
2), com individuos menores e menos machos vocalizadores no ambiente tratamento em
relacdo ao ambiente controle (Figura 7).



Tabela 1: Resultados dos testes de correlacdo de Spearman (U= 0.05) entre os parAmetros acusticos dos cantos padrao
A e B obtidos nas gravacbes de individuos de Pristimantis paulodutrai em funcdo de variaveis externas. Pardmetros
acusticos: FD = Frequéncia dominate (Hz); DUR = Duragédo (s); NC = NUumero de cantos emitidos em cinco minutos;
PROP = Propor¢céo do niumero de cantos. Variaveis externas: CRC = Comprimento rostro-cloacal (cm); MA = Massa (g);
TA = Temperatura do ar (°C); UR = Umidade relativa do ar (%); MACH = Estimativa de machos coespecificos

vocalizadores. (*) indica as correlagées significativas.
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CRC TA UR MACH
Padrédo | Variaveis
rs p rs p rs p rs p rs p

FD -0.042 0.787 -0.004 | 0.985 | -0.025 0864 | 9 A°| 0999 | -0.168 0.280

A DUR 0.353 0.018* 0.155 0.501 -0.229 0.120 0.047 0.753 0.274 0.074
NC 0.208 0.184 0.157 0.495 0.131 0.390 -0.239 | 0.112 0.310 0.048*

PROP 0.051 0.688 0.227 0.219 0.112 0.373 -0.038 0.76 0.247 0.056

FD -0.118 0.450 -0.136 | 0.568 | -0.042 0.779 0.208 0.164 0.074 0.640

B DUR 0.259 0.092 0.105 0.658 | -0.148 0.324 0.194 0.195 0.242 0.122
NC 0.055 0.728 -0.078 | 0.734 0.062 0.683 0.019 0.900 | -0.024 0.882

PROP -0.051 0.688 -0.227 | 0.219 | -0.112 0.373 0.038 0.76 -0.247 0.056

Tabela 2: Resultados dos testes t e testes de Wilcoxon para variaveis

valores em negrito indicam as correla¢des significativas.

Ambiente

Variavel
W n
CRC 6,11 2,83%) 62
MA 1,66 0,1 31
TA 1060,5 0,9 65
UR 1119 0,75 65
MACH 1100,5 0,03 60

mensuradas entre os ambientes e seus respectivos n amostrais em
namero de individuos; CRC = Comprimento rostro-cloacal (cm); MA =
Massa (g); TA = Temperatura do ar (°C); UR = Umidade relativa do ar
(%); MACH = Estimativa de machos coespecificos vocalizadores. Os
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3.2. Comparacao entre ambientes e classes de horério

A selecdo dos modelos através da comparacdo entre os A IcGTabela 3)
associada a analise grafica (Figuras 8 e 9), mostrou que Pristimantis paulodutrai modula
a duracdo de seus cantos padrdo B entre as classes de horéario (pA Ic € 0), passando
a emitir cantos mais longos apos o horario de pico (Figura 9A), especialmente no
ambiente tratamento (A Ic& 2,4). O restante das analises para a comparacao dos
parametros acusticos em funcdo do ambiente e da classe de horario foi melhor
explicado pelos modelos nulos, apesar de haver situacbes em que modelos que
incluiam varidveis de interesse se mostravam também plausiveis. Uma dessas
situacdes inclui a frequéncia dominante dos cantos padrdo A e B (pA Ic & 0; Figuras
8B e 9B), onde h& uma tendéncia a cantos com maiores frequéncias no ambiente
tratamento, e, para os cantos padrao B, no ambiente tratamento, uma tendéncia a
cantos em frequéncias mais altas apos o horario de pico (pA Ic& 2; Figura 9B). Em
relacdo ao numero de cantos em cada gravacao, ha uma tendéncia a emissao de mais
cantos padrdo A no horario de pico (pA IcG 1,1; Figura 8C), especialmente no
ambiente controle (pA Ic € 2,3; Figura 8C) e mais cantos padrédo B, apds o horério de
pico (pACGc = 1; Figura 9C). As proporcdes entre os padrdes de cantos seguiram a
tendéncia do numero de cantos, onde tende-se a uma maior proporcdo de cantos
padrdo A no horario de pico (pA Ic € 0,9), especialmente no ambiente controle (qpA IcC
= 2; Figura 8/9D)

Tabela 3: Valores do (pA Ic @ os respectivos n amostrais utilizados (individuos) para cada
tipo de canto, cada parametro acustico e cada modelo construido para a verificagdo da
influéncia do ambiente e classe de horario. AMB = Ambiente (Tratamento ou controle); CH =
Classe de horario (Pico ou Fora do pico); AMB+CH = Interacdo entre Ambiente e Classe de
horario. Os valores em negrito pertencem aos modelos selecionados como mais plausiveis
para a explicacao dos dados dos parametros acusticos. Os valores de g A Ic @ssociados ao
asterisco (*) indicam os g A Ic @os modelos mais plausiveis que mostraram uma influéncia
das variaveis de interesse.

Duragéo Frequéncia Numero de Proporcédo de

Padrio Modelo dominante cantos cantos

PAIcC n PAIcC n pAIcC n PAIcC n
Nulo 0 1,2 0 0

A AMB 2,2 52 0 52 2,3 50 2.1 72
CH 0,7 3,2 1,1 0.9
AMB+CH 2,8 2,3 3,3 2.9
Nulo 3,5 0,5 0 0
AMB 5,7 0 2,2 2.1

B 50 50 49 72
CH 0* 2,4 1 0.9

AMB+CH 2,4 2 3,3 2.9



0.19 T

017 4

Duragéo (s)

015 7

© Fora do pico
T Pico

Controle

C Ambiente

Tratamento

Numero de cantos

1

+ Pico
o Fora do pico

Controle

Ambiente

Tratamento

Frequéncia dominante (Hz)

Proporgao de cantos padrdo A

4150

4100

4050

4000

3950

3900

06

05

04

03

02

23

Controle

Controle

o Fora do pico
* Pico
Tratamento
Ambiente
* Pico
o Fora do pico
Tratamento
Ambiente

Figura 8: Parametros acusticos dos cantos padrdo A entre os ambientes (controle e tratamento) e entre
as classes de horario (pico e fora do pico), sendo A) para o parametro Duracédo do canto (s), B) para a
frequéncia dominante (Hz), C) para o numero de cantos em cinco minutos e D) para a propor¢édo de
cantos padrdo A em relacdo aos cantos padrdo B nas gravacgfes (N cantos padrédo A / (N cantos padrdo
A + N cantos padrdo B por individuo). Os pontos (abertos ou fechados) representam as médias dos
parametros acusticos, enquanto as barras, o erro padrao.
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Figura 9: Parametros acusticos dos cantos padrdo B entre os ambientes (controle e tratamento) e entre
as classes de horério (pico e fora do pico), sendo A) para o parametro Duragéo do canto (s), B) para a
frequéncia dominante (Hz), C) para o niUmero de cantos em cinco minutos e D) para a propor¢do de
cantos padrdo A em relagédo aos cantos padrdo B nas gravacdes (N cantos padrédo A / (N cantos padréo
A + N cantos padrao B por individuo. Os pontos (abertos ou fechados) representam as médias dos
parametros acusticos, enquanto as barras, o erro padrao.

3.3. Experimentos

Entre as etapas do experimento, a selecdo dos modelos (Tabela 4), junto a
interpretagcéo grafica (Figuras 10, 11, 12 e 13) indicou uma influéncia consideravel do
playback do ruido do trdfego sobre a proporcdo dos tipos de canto no ambiente
tratamento apos o horéario de pico (A Ic & 0; Figura 13-11), onde, sob o playback do
ruido do trafego, a propor¢do dos cantos padrdo A € consideravelmente menor em
relacdo aos cantos padrdo B. O restante dos resultados demonstrou uma explicacao
mais satisfatoria dos parametros acusticos pelos modelos nulos (Tabela 4), havendo,



