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INTRODUCAO:

O repertorio vocal de anuros é divido de acordo com o contexto social: reprodutivo, agressivo,
defensivo e de alimentacdo (Toledo et al., 2015; Kéhler et al., 2017). Durante seu periodo reprodutivo, a
comunicacdo acustica é fundamental, tanto para atrair fémeas quanto para manter outros machos distantes
na defesa de territorio (Haddad, 1987). A vocalizacdo de anuros pode variar em aspectos temporais como
a duragdo do canto, quantidade de notas, pulso e dos intervalos entre estes (Gerhardt, 1991; Ryan &
Keddy-Hector, 1992). Também, em certas espécies ainda existe a complexidade de suas vocalizagdes,
com variagOes na estrutura temporal e de frequéncias, podendo resultar em padrdes de repeticdo diferentes.
(Gerhardt, 1991).

Alguns fatores podem influenciar a vocalizacdo de anuros, como o emergente fungo quitridio
(Batrachochytrium dendrobatidis/Bd), causador da quitridiomicose (An; Waldman, 2016). A doenca é
considerada como a causa mais problematica do declinio de anfibios pelo mundo (Scheele et al., 2019),
tendo causado a extin¢do de até 200 espécies de anfibios e tendo infectado mais de 500 ao redor do mundo
(Scheele et al., 2019). A infeccdo pode ser transmitida no contato de animal para animal, ou por contato
com agua contaminada, assim infectando os animais que tem seu ciclo reprodutivo nesse ambiente
(Piotrowski et al., 2004; Haddad et al., 2013).

Dendropsophus minutus é um anuro da familia Hylidae, cujo ciclo reprodutivo acontece em
periodos chuvosos, quando machos séo encontrados vocalizando sobre a vegetacao as margens de lagoas
e brejos, e seus ovos sdo depositados em pogas, lagoas ou brejos (Toledo et al., 2021). O repertorio de
vocalizacdo de D. minutus é de grande variabilidade, incluindo trés notas (A, B, C) podendo ser isoladas
ou combinadas em grupos, ja sendo observadas 115 combinagdes diferentes (Bovolon & Toledo, 2024).
As fémeas de D. minutus escolhem como parceiros 0os machos mais ativos do coro, estes sendo 0s que

apresentam maior taxa de repeticdo de cantos. (Haddad, 1987).
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Normalmente, anuros infectados com Bd apresentam um canto mais agudo, longo, e frequente do
que machos saudaveis (An; Waldman, 2016; Torres, 2021). O maior investimento em vocalizagdes de
animais infectados pode indicar a necessidade do macho de se reproduzir mais e mais cedo por conta do
seu curto tempo de vida restante (An & Waldman, 2016). Para o fungo Bd, se a preferéncia de fémeas for
por machos infectados, cujo canto ¢ mais longo e chamativo (An & Waldman, 2016), o patdgeno se
beneficiaria da contaminacgdo do individuo fémea no momento de reproducdo, e a prole pode ser mais
suscetivel a infeccdo pelo Bd, causando assim o aumento da taxa de contaminagdo e consequentemente o
declinio da populacédo (Kelleher et al., 2021).

Acredita-se que a infeccdo por Bd pode ndo somente afetar a sobrevivéncia de individuos de D.
minutus, mas também seu sucesso reprodutivo, influenciando na vocalizagdo dos machos e assim na sua
atratividade para fémeas. O presente estudo tem como objetivo investigar se a infeccdo por Bd tera

influéncia na vocalizacdo de D. minutus, como acontece com outras espécies de anuros.

METODOLOGIA:
1. Amostragem de Bd
A extracdo de DNA e o diagndstico e quantificacdo de Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) foi

realizado através de gPCR segundo metodologia de Lambertini et al. (2013).

2. Bioacustica

Foram usadas as gravacfes (FNJV 51431-51532) disponiveis na FNJV (Fonoteca Neotropical
Jacques Vielliard, MDBIo, Unicamp), previamente coletadas em Séo Paulo (Reserva Bioldgica da Serra
do Japi, Jundiai; Parque Estadual Serra do Mar, Nucleo Santa Virginia, Sdo Luiz do Paraitinga; Estacdo
Ecoldgica Bananal, Bananal). Seguindo as defini¢des de Kohler et al. (2017), nds consideramos e
obtivemos as variaveis: duracao de canto (duracdo de um Unico canto, medido do inicio ao fim), nimero
de notas (subunidade principal de um canto), nimero de cantos (unidade acustica da vocaliza¢do; um canto
é separado de outros por periodos de siléncio). Para obter essas variaveis acusticas, foi utilizado o software
Raven Pro 1.6 (2023). Para a duragdo do canto foi utilizada a fungdo delta time, e foram manualmente
contabilizadas as variaveis de nimero de notas e de cantos. Os célculos de complexidade de canto
representados pelas entropias de Shannon e Taxa de entropia foram realizados seguindo a publicagéo de
Bovolon & Toledo (2024).

3. Estatistica
As analises estatisticas foram realizadas no software R (2022) onde avaliamos a influéncia da
infeccdo pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) na vocalizacdo de Dendropsophus minutus,

assim como a influéncia de diferentes cargas de infec¢do pelo fungo. Foi utilizado o modelo linear de
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regressdao (LM), além de testes de correlacdo Pearson e testes de disperséo e residuos, onde utilizou-se
teste de Shapiro-Wilk para distribuicdo normal dos residuos. Assim, foram utilizadas a variavel preditora
(carga de infeccdo de Bd) e as variaveis dependentes de vocalizagéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para as qPCRs realizadas, 23 amostras foram positivas para infecdo por Bd (Bd*). No grupo Bd",
a carga média de infecdo foi de 237,70. Para os Bd positivos, os dados de vocalizacao de trés individuos
(SLFT 19163, 19200 e 19173) ndo estavam disponiveis. Entre os casos Bd negativos (Bd"), faltavam os
dados de quatro individuos. Por este motivo, a analise foi realizada com 20 individuos Bd* e 59 individuos
Bd~.

Quando o teste LM foi realizado entre individuos Bd™ e Bd*, a influéncia da infecdo por Bd na
vocalizacdo ndo demonstrou influéncia estatistica. J& entre os individuos infectados, a duracdo do canto
(p < 0,04) e 0o numero de notas (p < 0,03) foram influenciados pela carga de infecdo por Bd (Tabela 1).
Todos os testes de distribuicdo e normalidade indicaram resultados satisfatorios. Apesar de ndo ter
alcancado relevancia estatistica, se observa tendéncia de aumento de notas C com o aumento da carga de
infeccdo (p ~ 0,08).

Os resultados néo significativos para a influéncia de infeccdo por Bd sobre o canto (Repertdrio,
numero de cantos, entropias do repertério, nimero de notas A, B e C) podem indicar que a influéncia da
infecgdo na complexidade do repertorio € limitada. Talvez a existéncia de outros fatores ndo examinados
nesse projeto possa estar influenciando a complexidade do repertorio desses animais, como temperatura,
umidade e possivelmente outros aspectos ambientais ou biologicos podem ter um papel importante nos

padrdes de vocaliza¢do, como visto por Torres (2021), e Bovolon & Toledo (2024).

Tabela 1. Tabela com o nimero de tombo das amostras coletadas em campo e armazenadas em freezer no laboratério (SLFT =
colecéo de swabs do LaHNAB), resultado do teste de infeccdo por Batrachochytrium dendrobatidis, e as variaveis acusticas da
vocalizacdo de Dendropsophus minutus. (Bd Load = carga de infeccdo por Bd; esh = Entropia de Shannon; emark =Taxa de
entropia de Markov; ncall = nimero total de cantos; nnotes = nimero total de notas).

Individuo  Bd Load Repertério esh emark ncall Nota Nota Nota Anotes Duragdo de canto

(SLFT) (ge) A B C (ms)

19151 71.99 1 0.0 0 3 3 0 0 3 16

19157 122.47 2 1.0 0.5 4 0 8 10 18 1929.5
19158 4.05 4 0.2 0 26 35 0 1 36 1135
19159 426.80 3 0.9 0 15 17 2 2 21 65

19160 92.58 3 0.5 0 27 30 0 4 34 58

19161 88.96 2 0.0 0 7 15 0 0 15 1138
19162 12.77 6 1.0 04 14 0 16 30 46 90

19165 4.26 5 11 n/a 21 18 10 1 29 40
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19166 196.17 5 0.2 0 10 23 0 1 24 1621
19167 51.17 11 1.3 0.6 42 42 9 50 101 75
19169 49.15 3 1.0 0 6 0 6 7 13 46
19179 133.27 1 0.0 0 30 30 0 0 30 21
19185 422.63 4 1.2 0 33 37 7 12 56 54
19186 830.07 5 1.3 0 21 42 10 18 70 2168.3
19200 278.30 11 1.4 0.4 41 27 22 62 111 80
19202 0.93 5 1.0 0 32 31 1 20 52 40
19203 615.31 14 0.7 1.0 69 119 0 31 150 87
19206 648.98 4 1.3 0 19 9 15 41 65 1122
19791 703.71 8 0.9 0.5 23 0 30 67 97 1357.8
19808 0.36 10 15 0.7 23 15 17 30 62 77
CONCLUSOES:

Estudos publicados (Torres, 2021; An & Waldman, 2016) sugerem a influéncia positiva da
infeccdo com a vocalizacdo, porém a amostra Bd* do presente estudo é pequena e o n de negativos (n"=
59) é trés vezes maior que o n de positivos (n* = 20), podendo explicar a falta de significancia estatistica
em algumas varidveis. Acreditamos que uma amostra maior revelaria mais resultados, e uma anélise com
um numero mais equalizado de negativos e positivos seria mais precisa para a anélise da influéncia da
presenca de Bd em individuos de D. minutus. E, talvez, um maior n de animais positivos mostrasse um
resultado significativo para o numero de notas C. A carga de infeccdo demonstra influéncia positiva na
vocalizacdo de D. minutus nas variaveis de duragdo de canto e quantidade de notas, como visto por Torres
(2021).

Estes resultados estatisticos, e a possivel influéncia da nota C, podem ser de interesse para estudos
futuros que explorem melhor o impacto da saude dos anuros no seu comportamento de canto,
particularmente em contextos de conservacdo onde a prevaléncia de infeccbes pode alterar

significativamente o comportamento e o sucesso reprodutivo do animal.
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