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RESUMO
O género Physalaemus inclui 42 espécies distribuidas do norte da Argentina as Guianas. Uma
caracteristica interessante do género é a capacidade de ocupar uma ampla variedade de
ambientes, desde a serrapilheira de florestas Umidas até ambientes sazonais tais como 0s
encontrados no Cerrado, Chaco e Caatinga. Esta dissertacdo é apresentada em dois capitulos.
No primeiro capitulo, dados sobre a biologia reprodutiva de Physalaemus crombiei, uma
espécie endémica da Mata Atlantica, sdo apresentados, juntamente com as relacfes tamanho-
fecundidade, investimento reprodutivo da espécie, modos reprodutivos e uma comparacdo
com dados obtidos na literatura para mais 12 espécies do género. No segundo capitulo foi
verificado se fémeas de diferentes espécies vivendo em ambientes contrastantes investem
diferentemente em reproducdo. Estas comparacGes foram feitas entre fémeas de quatro
espécies de Physalaemus associados a areas florestadas e quatro espécies de area aberta.
Neste contexto, as correlacbes entre os componentes de historia de vida destas espécies foram
investigadas, bem como a existéncia de variagdo no tamanho dos ovos dentro das desovas.
Physalaemus crombiei se reproduz ao longo do ano, com seu pico de reproducdo nos meses
mais chuvosos. Exibe o0 modo de reproducdo tipico para o género (modo 11), mas pode exibir
modos reprodutivos alternativos (modos 14 e 28), assim como outras espécies do grupo de P.
signifer. As espécies do grupo de P. signifer depositam desovas com ovos maiores e em
menor numero do que as outras espécies do género. Esta diferenca pode ser explicada néo
apenas pelo menor tamanho destas espécies, mas também por depositarem desovas terrestres.
Na comparacdo entre espécies de mata e area aberta, o tamanho do corpo da fémea foi
correlacionado com o nimero de ovécitos em apenas duas dentre as sete especies analisadas.
Relagdes interespecificas revelaram que a massa do ovario e o tamanho da desova foram
positivamente correlacionados com 0 CRC e a massa corpérea da fémea. Espécies de area
aberta tiveram desovas significativamente maiores e ovos significativamente menores do que
especies de mata. Porém, o investimento reprodutivo nao diferiu significativamente entre os
grupos. Certo grau de variacdo intra-desova no tamanho dos ovos foi verificado em todas as
espécies analisadas, sendo que os maiores indices foram encontrados em P. albonotatus e P.
olfersii. Apesar dos modos reprodutivos sinalizarem a presenca de um forte componente
filogenético, sugere-se que tanto fatores ambientais, como precipitacdo, umidade relativa do
ar e duracdo da poca, quanto ecologicos, como padrdo de atividade, pressdo de predacao e
competicdo, sejam forgas importantes envolvidas na evolugdo do investimento reprodutivo e

quantidade e tamanho dos propagulos nas espécies estudadas.



ABSTRACT
The genus Physalaemus includes 42 species distributed from northern Argentina to the
Guyanas. An interesting attribute of the genus is the ability to occupy a wide variety of
environments, from the leaf litter of rainforests to seasonal environments, such as those found
in the Cerrado, Chaco and Caatinga. This work presents two chapters. In the first chapter, data
on the reproductive biology of Physalaemus crombiei, an endemic species of the Atlantic
Forest, are presented along with the size-fecundity relationships, reproductive modes, and
species reproductive investment (RI). A comparison with data from the literature for other 12
Physalaemus species was also made. In the second chapter, we verified if females of different
species living in contrasting environments invested differently in reproduction. These
comparisons were made between females of four species of Physalaemus associated with
forested areas and four species from opena reas. In this context, correlations between species
life history components were investigated, as well as intra-clutch variation in egg size.
Physalaemus crombiei reproduces throughout the year with a peak in the rainy months,
exhibits the typical mode of reproduction for the genus (mode 11), but also presents
alternative reproductive modes (modes 14 and 28), such as other species in the P. signifer
group. Females in the P. signifer species group produce larger eggs but fewer in number than
other species in the genus. This difference can be explained by the smaller size of these
species, but also by the ability to place terrestrial clutches. In the comparison between forest
and open area species, female body size correlated with the number of oocytes in only two out
of seven species analyzed. Interspecific relationships revealed that ovary mass clutch size
were positively correlated with body mass and body size of the female. Species from open
areas produced larger clutches but smaller eggs compared to forest species. However, the
reproductive effort did not differ between both groups. Intra-clutch variation in egg size was
observed for all species analyzed, and the highest values were found for P.albonotatus and
P.olfersii. Although anuran reproductive modes seem to exhibit a strong phylogenetic
component, we suggest that both environmental factors, such as precipitation, relative air
humidity and pond duration, as well as ecological factors, such as activity pattern, predation
pressure and competition, are important forces involved in the evolution of reproductive

investment and propagule size and number in these species.



INTRODUCAO GERAL

Histdria de vida e reproducdo em anuros

A histdria de vida de um organismo pode ser vista como sendo o resultado de trés
processos bioldgicos: a manutencdo, o crescimento e a reproducdo (GADGIL e BOSSERT,
1970). Diferentes organismos apresentam diferentes combinacdes destes processos, sendo que
um grande desafio da ecologia moderna trata de compreender as similaridades e diferencas
nas histérias de vida dos organismos, buscando padrdes para melhor compreender como estas
evoluiram (BEGON et al., 2007). Os anfibios, pela alternancia, na maioria dos casos, de uma
fase larval aquatica e uma adulta terrestre, e pela estreita dependéncia de fatores fisicos do
meio, constituem um grupo interessante para se estudar historias de vida (BARBAULT,
1984).

Caracteristicas individuais, como tamanho, idade da primeira reproducdo, numero de
eventos reprodutivos, nimero e tamanho dos descendentes, s&o componentes da historia de
vida de qualquer organismo (BEGON et al., 2007). Historias de vida ndo sdo imutaveis, elas
sdo fixadas dentro de limites pelo genétipo do individuo, podendo haver variacdo da
expressao fenotipica através de diferentes ambientes, fenbmeno conhecido como plasticidade
fenotipica (FISCHER et al., 2009). Variacdes em caracteristicas de histérias de vida podem
ser devido a causas ecologicas, tais como diferencas ambientais na temperatura, umidade,
disponibilidade de alimento, predacdo, competicdo, ou por causas intrinsecas como fatores
genéticos (SORCI et al., 1996).

Na historia de vida de qualquer organismo deve haver um compromisso de alocacéo
de recursos que estdo disponiveis a ele. Duas caracteristicas ndo podem ser maximizadas
simultaneamente, uma vez que os recursos sao limitados (BELL e KOUFOPANOU, 1986),
consequentemente, 0 aumento na alocacdo de recursos para uma caracteristica leva ao
decréscimo de outra, e esta relagdo negativa entre elas é conhecida como permuta ou balanco
(trade-off) (BEGON et al., 2007; ROOF e FAIRBAIRN; 2006). A maioria das atencfes tém
sido dirigidas a trade-offs que revelam um aparente custo da reproducdo (BEGON et al.,
2007). Em um organismo, a alocagcdo de energia para a reproducdo pode ser considerada
como um dreno de energia que ndo pode ser reabastecida antes do préximo evento
reprodutivo, assim, um trade-off ocorre entre a reproducdo atual e a futura, o qual é
denominado de custo da fecundidade. A reproducdo também pode expor o individuo a riscos
que levam a uma correlacdo negativa entre reproducéo e sobrevivéncia, denominada de custo
da sobrevivéncia (BELL e KOUFOPANOU, 1986). Uma vez que a selecdo natural favorece

as histérias de vida com o maior valor reprodutivo total, ou seja, a soma dos valores da



reproducéo atual com a reproducdo futura, o fato de a reproducgéo ser custosa ou ndao, ou em
qual momento da vida haverdo maiores custos irdo refletir em diminuicdo ou aumento da
aptidao (fitness), uma medida da contribui¢do de um individuo de certo gendtipo para o futuro
da populacdo a qual pertence (BEGON et al., 2007). Como ja mencionado, devido a
importancia do custo da reproducdo na evolucdo de teorias referentes a historias de vida, nas
Gltimas décadas muitos trabalhos tém discutido métodos para estimar os custos da
reproducdo, tanto no contexto fisioldgico (gasto de energia) como no evolutivo (diminuicéo
da aptiddo) (e. g.; MADSEN e SHINE, 2000; KOIVULA, et al., 2003; HUNT et al., 2004;
COX, 2006), assim como também foram desenvolvidos modelos que descrevem 0s custos
associados a reproducdo nos diferentes niveis taxonémicos (e.g. GADGIL e BOSSERT, 1970;
RICKLEFS, 1977; BELL, 1984a; 1984b; BELL e KOUFOPANOU, 1986).

O esforgo reprodutivo, uma medida da quantidade de recursos destinados por um
organismo a reproducdo, tem sido utilizado para descrever historias de vida e medir 0s custos
da reproducdo (STEARNS, 1992). No entanto, medir o esforco reprodutivo nao é tao facil
como defini-lo. O modo ideal de medi-lo seria identificar o recurso e acompanhar sua
alocacdo durante um certo periodo de tempo as diversas partes e aos distintos processos
fisiolégicos de um organismo (BEGON et al., 2007), mas, como isso € muito dificil de se
aplicar, a maioria dos trabalhos mede tal esforco estabelecendo proporgdes como: massa das
gbnadas em relacdo a massa do corpo ou 0 volume da desova em relacdo ao volume corporal
(e.g. CLARK et al., 1997; POIZAT et al., 1999). E claro que estas medidas estdo muito longe
do ideal e, por isso, foram alvo de criticas (e.g. STEARNS, 1989; REZNICK, 1992;
SINERVO e DeNARDO, 1996), porém, elas podem ser aproximagOes Uteis quando se
pretende unicamente comparar esforcos reprodutivos (BEGON et al., 2007).

Depois que uma fémea destinou uma quantidade definida de recursos a sua
reproducéo, mais um “trade-off” resulta de como esses recursos serdo divididos entre o
numero e o tamanho da prole, de modo que o esforco reprodutivo de uma fémea pode ser
dividido entre poucos ovos grandes, ou em muitos ovos pequenos (BEGON et al., 2007). O
trade-off entre 0 nimero e o tamanho dos ovos em uma fémea infuencia na aptidao tanto dos
pais quanto da prole (BEGON et al., 2007). Varios estudos demonstraram que larvas
derivadas de grandes ovos devem se beneficiar de um aumento no fitness tanto por causa do
maior tamanho incial, como por maiores taxas de crescimento e de desenvolvimento
(KURAMOTO, 1978; CRUMP, 1984; DZIMINSKI e ROBERTS, 2006; DZIMINSKI et al.,
2009). Porém, a producdo de menores ovos pode ser vantajosa para os pais devido ao aumento
da fecundidade (CRUMP, 1984; PRADO e HADDAD, 2005).
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Na busca por um entendimento da evolucdo das caracteristicas de historia de vida, a
maioria dos estudos tém sido baseados no conceito de otimizacdo: estabelecer qual a
combinacdo das caracteristicas observadas na natureza sdo aquelas com valor adaptativo mais
alto no ambiente em questdo (STEARNS, 2000). Nessa linha, pode-se citar o modelo
proposto por Smith e Fretwell (1974), que considera que em determinado ambiente a selecdo
natural favorece um tamanho de prole 6timo que maximize o fitness parental, sendo assim,
para qualquer combinacdo de uma espécie com um determinado ambiente haveria um Gnico
nivel 6timo de investimento em prole. O tamanho dos ovos, entdo, seria uma caracteristica
fixada pela selecdo natural em determinado ambiente. Contudo, é também interessante
observar que existem abordagens alternativas. A mais bem estabelecida delas denomina-se
“melhor aposta’ (bet-hedging) e baseia-se na premissa de que quando o fitness flutua, pode
ser mais importante atrasar momentos reprodutivos em periodos de baixo fitness ou investir
menos na prole do que evoluir para um Unico 6étimo (GILLESPIE, 1977). Assim, em
ambientes imprevisiveis, ndo pode haver um Unico tamanho da prole que possa ser
considerado como 6timo (CRUMP, 1981; DZIMINNSKI e ALFORD, 2005), mas multiplos
tamanhos, uma vez que a cada condicdo ambiental um tamanho diferente sera favorecido.

A variagdo no tamanho do propagulo tem sido documentada nos mais variados taxa
(FOX e MOUSSEAU, 1996; EINUM e FLEMING, 1999; 2000; MORAN e EMLET, 2001,
CZESAK e FOX; 2003). Em anfibios, variagdo no tamanho dos ovos tém sido observada
entre espécies (e.g., CRUMP e KAPLAN, 1979; KAPLAN e SALTHE; 1979; NUSSBAUM,
1985; BEACHY, 1993) e entre populagdes dentro de espécies (e.g., DIAZ et al., 1987;
DUSHANE e HUTCHINSON, 1944; KOSLOWSKA,; 1971; KAPLAN e KING, 1997), o que
é perfeitamente explicavel pela abordagem da otimizacdo (SMITH e FRETWELL, 1974),
uma vez que estes grupos podem estar sujeitos a diferentes ambientes e sob a atuagdo de
diferentes pressdes seletivas. Porém, ha também evidéncias de variagcdo no tamanho dos ovos
entre individuos dentro de uma populacdo (e.g., CRUMP, 1984; KAPLAN, 1980;
KURAMOTO, 1978; TRAVIS, 1983; WILLIAMSON e BULL, 1989; 1995), entre sucessivas
desovas de fémeas individuais (BERVEN, 1988; HOWARD, 1978; KAPLAN, 1987) e
mesmo dentro de desovas (e.g.; CRUMP, 1981; 1984; TEJEDO e REQUES, 1992,
BEACHY, 1993; DZIMINSKI e ALFORD, 2005). Nestes casos, deve ser levado em conta as
diferencas individuais, a capacidade reprodutiva das fémeas e o efeito da variabilidade ou
imprevisibilidade ambiental a que estas espécies ou populacdes estdo sujeitas. Estudos
demonstram que espécies que ocorrem em areas onde o ambiente da prole é imprevisivel,

como por exemplo anuros que se reproduzem em ambiente temporario, tém elevados niveis
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de variacdo intra-desova no suprimento de vitelo (DZIMINSKI e ALFORD, 2005), e seus
diferentes tamanhos tém consequéncias no fitness dos pais, como ja demostrado em
experimentos de campo, onde as reais pressoes de selecdo estdo atuando (DZIMINSKI et al.,
2009).

Como as histérias de vida dos organismos refletem o efeito do habitat sobre eles, 0s
habitats podem ser classificados com base na maneira pela qual 0s organismos que neles
vivem combinam reproducdo e crescimento para obter o melhor fitness (LEVINS, 1968). Esta
classificacdo deve ser comparativa, de modo que o maior proposito € o de contrastar habitats,
assim, eles podem ser classificados em héabitats de alto e de baixo custo da reproducéo. Nos
habitats de alto custo da reproducdo, tanto os adultos como a prole de maior tamanho séo
beneficiados, uma vez que nestes habitas a competicdo é intensa e o tamanho € um fator
importante para a sobrevivéncia. Logo, os individuos devem adiar a reproducdo para priorizar
0 crescimento. Por outro lado, nos habitats de baixo custo da reproducdo, a maioria dos
fatores de mortalidade é imprevisivel e indiscriminada, de modo que o aumento do tamanho
por restricdo reprodutiva provavelmente sera inatil no futuro, como por exemplo quando
pocas temporarias secam e a maioria dos individuos da prole morre, independente do seu
tamanho ou condicdo (BEGON et al., 2007). Nestes casos, a reproducdo € precoce, 0S
individuos se reproduzem em tamanhos menores e produzem muitos filhotes pequenos. Esta
classificacdo, no entanto, ndo considera que em ambientes temporarios a producdo de ovos
maiores pode ser vantajosa para anuros, uma vez que, oS girinos eclodem em tamanhos
maiores e metamorfoseiam em menor tempo, deixando a poca antes dela secar (DZIMINSKI
et al., 2009). Nestes habitats, portanto, o tamanho que permite o maior fitness tanto para os
pais quanto para a prole ira oscilar de acordo com as variagdes nas condigdes ambientais. Por
isso, a estratégia bet-hedging de produzir desovas mistas, com ovos tanto grandes como
pequenos, pode ser fixada pela sele¢do natural, pois pemite a sobrevivéncia de pelo menos
uma parte da prole, seja qual for a condicdo por ela enfrentada (DZIMINSKI e ALFORD,
2005).

O conceito de modo de reproducdo em anfibios, tal como definido por Salthe (1969) e
Salthe e Duellman (1973), é uma combinacdo de fatores que incluem o local de desova,
caracteristicas da desova e do ovo, taxa e duracdo do desenvolvimento larval, estagio e
tamanho da larva recem eclodida e tipo de cuidado parental, se existir. A ordem Anura
apresenta 0 maior nimero de modos reprodutivos entre os vertebrados tetrapodes
(DUELLMAN e TRUEB, 1994; HADDAD e PRADO, 2005). Em anuros, 0s modos

reprodutivos tendem a ser mais diversificados em habitats florestais, com a ocorréncia de
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muitos modos terrestres, principalmente devido a alta precipitagdo e umidade atmosférica, que
em combinacéo previnem a dessecacdo dos ovos (HODL, 1990). Em habitats sazonais com
pronunciada estacdo seca, ha menor diversificacdo, sendo mais comum a ocorréncia do modo
generalizado, no qual os ovos sdo depositados diretamente na agua (HADDAD e PRADO,
2005) e de modos com ninhos de espuma (DUELLMAN e TRUEB, 1994; PRADO et al.,
2005).

Dos 39 modos reprodutivos reconhecidos atualmente para os anuros no mundo, 31
ocorrem na regido Neotropical, sendo 27 na Mata Atlantica (HADDAD e PRADO, 2005).
Este bioma abriga aproximadamente 49% das espécies de anfibios brasileiros e cerca de 40%
delas sdo endémicas (HADDAD e PRADO, 2005). A alta diversidade de espécies e de modos
de vida dos anuros da Mata Atlantica parecem ser decorrentes da topografia altamente
complexa, que possibilita a existéncia de muitos microhabitats a serem ocupados, e da alta
umidade, que reduz os riscos de dessecacdo (HADDAD e PRADO, 2005). Em relacdo as
demais formacOes vegetacionais brasileiras, a Mata Atlantica é um bioma onde ha razoavel
conhecimento a respeito da anurofauna (e.g., POMBAL e MADUREIRA, 1997; POMBAL, et
al., 1998; BERTOLUCI, 1998; BERTOLUCI e RODRIGUES, 2002; HADDAD e SAZIMA,
2004; CONTE e MACHADO, 2005; POMBAL e HADDAD, 2005, ZINA e HADDAD,
2006). No entanto, tendo em vista a alta diversidade de espécies e niveis de endemismo
(MORELLATO e HADDAD, 2000), estudos mais aprofundados sdo cruciais neste bioma,
que apesar de ser muito rico, foi bastante alterado, restando apenas 7,6% de sua cobertura
original (MORELLATO e HADDAD, 2000).

Outro bioma brasileiro que carece de estudos a respeito da anurofauna é o Cerrado (e.
g., BRASILEIRO et al., 2005). Composto por uma vegetacdo tipica de savana em areas
drenadas e por florestas de galeria ao longo de riachos e rios, o Cerrado é marcado por um
clima sazonal com pronunciada estacdo seca durante o inverno (RATTER et al., 1997). A
vegetacdo € variavel em estrutura e composicdo, podendo ocorrer desde grandes areas
cobertas exclusivamente por gramineas (campo limpo), areas com arbustos e pequenas
arvores esparsas (cerrado sensu stricto), até uma floresta fechada com dossel de 12 a 15
metros (cerraddo) (EITEN, 1972; RATTER et al., 1997). Em decorréncia do clima e da
vegetacdo mais aberta predominante no Cerrado, este bioma nao permite o espetacular grau
de especializacbes de modos reprodutivos observados nos anuros da Mata Atlantica (e.g.,
HADDAD e PRADO, 2005; BRASILEIRO et al., 2005). A maioria das espécies de anuros
encontradas no Cerrado sdo generalistas, podendo ser encontradas também em areas
submetidas a distarbios antropicos (BRASILEIRO et al., 2005). Apesar disso, o Cerrado
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também abriga espécies endémicas, sendo reconhecido como um dos vinte e cinco hotspots
mundiais de biodiversidade (MYERS et al., 2000). Assim como a Mata Atlantica, o Cerrado
também encontra-se extremamente ameacado (RATTER et al., 1997). Grande parte de sua
cobertura original foi transformada em plantacdes e pastagens, restando apenas 20% de sua
cobertura original e 0 mais preocupante é que somente 1,2% de sua area encontra-se protegida
em unidades de conservacdo (MITTERMEIER et al., 2000).

O género Physalaemus

O género Physalaemus foi descrito por Fitzinger (1826) para uma Unica espécie, P.
cuvieri da “América Brazil”, caracterizado apenas pela presenca de dedos delgados.
Steindachner (1863) descreveu o género Eupemphix para a espécie E. nattereri de “Cuyabain
Mato Grosso, Brasilen” e o género Engystomops foi descrito por Jimenéz-De-La-Espada
(1872) para E. petersi do “Oriente en el Ecuador”. Em 1970, Lynch combina as espécies do
género Engystomops Jimenéz-De-La-Espada, 1872, Eupemphix Steindachner (1863) e
Physalaemus Fitzinger (1826) em um Unico género, Physalaemus, e reconhece quatro grupos
de espécies. A composicdo destes grupos foi discutida quanto a sua filogenia por diversos
autores (Heyer 1974; 1975; Canatella e Duellman, 1984; Canatella et al., 1998) e Tarano e
Ryan (2002) sugeriram que 0 género possuia dois grupos monofiléticos, sendo um deles
composto pelo grupo de Physalaemus pustulosus e o outro pelas demais espécies.

Desde a divisdo proposta por Lynch (1970), varias espécies foram descritas e alocadas
nestes grupos, até que Nascimento et al. (2005) fazem uma revisdo do género a partir de
analise morfometrica, morfologia externa, padrdo de coloracdo e caracteristicas 0sseas,
revalidando o0s géneros Engystomops Jimenéz-De-La-Espada (1872) e Eupemphix
Steindachner (1863) e reorganizando as espécies de Physalaemus em sete grupos distintos:
grupo P. albifrons (quatro espécies), P. cuvieri (nove espécies), P. deimaticus (trés espécies),
P. gracilis (cinco espécies), P. henselii (trés espécies), P. olfersii (quatro espécies) e P.
signifer (10 espécies) (NASCIMENTO et al., 2005).

O género Physalaemus (Anura, Leiuperidae) inclui 42 espécies distribuidas do norte
da Argentina as Guianas (FROST, 2011). Uma caracteristica interessante do género é a
capacidade de ocupar uma ampla variedade de ambientes, desde a serrapilheira de florestas
Umidas (RYAN, 1985; HEYER et al., 1990) até ambientes sazonais, tais como 0s encontrados
no Cerrado, Chaco e Caatinga (CEI, 1980; FROST, 2011). Apesar do género ser composto
por espécies relativamente comuns e de ampla distribuicdo geogréfica (FROST, 2011), a

maioria das publicacGes sobre o género sdo descrices de espécies (e. g., HEYER e WOLF,
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1989; FEIO et al.,, 1999; RON et al., 2005; PIMENTA et al., 2005), contendo poucos
trabalhos sobre biologia reprodutiva (e. g., RODRIGUES et al., 2004; HADDAD e SAZIMA,
2004; CAMARGO et al., 2005; BRASILEIRO e MARTINS, 2006).

A maioria dos membros do género Physalaemus exibe amplexo axilar, deposita ovos
em ninhos de espuma e possui larvas vivendo em pogas (e. g., LYNCH, 1971). Ao ninho de
espuma, caracteristico do género, podem ser atribuidas diversas fungdes: servir como um
reflgio para a protecdo dos ovos e embrides contra predadores (DOWNIE, 1990), permitir um
suprimento adequado de oxigénio para 0s ovos (SEYMOUR e LOVERIDGE, 1994), prover
temperaturas adequadas para o desenvolvimento dos embrides (DOBKIN e GETTINGER,
1985), inibir o crescimento dos embrides em determinadas situacdes e servir de alimento para
os girinos (PISANO e DEL RIO, 1968). Apesar dos estudos mencionados, as fungdes do
ninho de espuma ainda necessitam ser melhor investigadas. Dentro do género sao
reconhecidos trés modos reprodutivos, de acordo com Haddad e Prado (2005): modo 11 -
ninho de espuma em pocas e girinos exotroficos em pocas (tipico modo do género
Physalaemus); modo 28 - ninho de espuma em locais Umidos no chdo da floresta préximo a
uma poca, e girinos exotréficos em pocas (HADDAD e POMBAL, 1998) e modo 14 - ninho
de espuma em agua acumulada em axilas de bromélias terrestres e girinos exotréficos em
pocas (HADDAD e POMBAL, 1998). Uma caracteristica peculiar de algumas espécies do
género € a capacidade de apresentar mais de um modo reprodutivo, sendo um reconhecido
como modo primario e o outro como um modo alternativo (HADDAD e PRADO, 2005). Esta
estratégia reprodutiva foi registrada para quatro espécies do grupo de P. signifer, que
apresentam o modo 11 como modo primario e 0 modo 28 como modo alternativo: P.
atlanticus (HADDAD e SAZIMA, 2004), P. bokermanni (HADDAD e POMBAL, 1998), P.
spiniger (HADDAD e POMBAL, 1998) e P. signifer (HADDAD e POMBAL, 1998;
WOGEL et al., 2002). Uma situagdo extrema foi observada em P. spiniger, que é capaz de
exibir trés diferentes modos reprodutivos (HADDAD e POMBAL, 1998). Além dos modos
11 e 28, esta espécie também deposita seus ninhos de espuma na agua acumulada em axilas de
bromélias terrestres; posteriormente os girinos sao levados pela chuva e desenvolvem-se em
pocas (modo 14) (HADDAD e POMBAL, 1998).
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Objetivos e organizacao da dissertacao

O estudo da evolucdo das diferentes historias de vida é, em suma, uma busca por
padrdes e por explicacdes para estes padrées. Neste trabalho descrevemos e comparamos
caracteristicas das histérias de vida de espécies do género Physalaemus, tanto de ambientes
florestados quanto abertos, tentando verificar diferencas nos padrdes de alocacao reprodutiva
e 0s possiveis fatores que poderiam ter levado a evolugdo dessas diferencas.

A dissertacdo estd dividida em dois capitulos, o primeiro capitulo € um artigo
publicado na revista Herpetological Journal, em que sdo apresentados dados sobre a biologia
reprodutiva de Physalaemus crombiei, o esfor¢co reprodutivo, as relacbes de tamanho-
fecundidade em fémeas da espécie, e uma comparacdo de caracteristicas reprodutivas entre
espécies do género Physalaemus, especialmente aquelas do grupo de P. signifer, ao qual
pertence a referida espécie. No segundo capitulo sdo comparados os dados reprodutivos e as
correlagdes entre tamanho do corpo, tamanho do ovo, tamanho da desova e esforgo
reprodutivo entre 8 espécies do género Physalaemus, sendo quatro habitantes de areas de
mata (P. atlanticus, P. crombiei, P. olfersii e P. spiniger) e quatro de area aberta (P.

albonotatus, P. centralis, P. cuvieri e P. marmoratus).
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ABSTRACT

Physalaemus crombiei is a small foam-nesting frog endemic to the Atlantic forest. It is a member
of the Physalaemus signifer group known only from its type locality in Santa Teresa, State of
Espirito Santo, and from another locality in the State of Bahia, Brazil. While most Physalaemus
species are aquatic breeders, species in the P. signifer group are the only exhibiting a tendency
toward terrestrial reproduction in the genus. Herein we describe the reproductive period, breeding
site, and the reproductive modes of P. crombiei from a third population in the Atlantic forest,
southeastern Brazil. We also investigated the reproductive effort and size-fecundity relationships
in females. Such reproductive traits were compared to those of other species in the genus
Physalaemus, especially those included in the P. signifer group. Physalaemus crombiei is a
prolonged breeder, reproducing throughout the year, with a peak of activity during the most rainy
months (Oct-Mar). Males called from the humid forest floor and eggs embedded in foam nests
were deposited in the water as well as on the humid floor amidst the leaf litter or inside fallen
leaves or tree holes on the forest floor containing rainwater. As expected, P. crombiei exhibited
three alternative reproductive modes, as described for other species of the P. signifer group.
Number of eggs produced by females varied from 91 to 250. Female size is positively correlated
both with ovary mass and clutch size (number of eggs per clutch). Variation regarding number
and size of eggs observed among Physalaemus species may be explained by female size, but also

by the terrestrial reproductive mode exhibited by the species in the P. signifer group.

Key words: Amphibia, reproductive modes, reproductive effort, size-fecundity relationships
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INTRODUCTION

Individual characteristics, such as body size, age at first breeding, number of reproductive
events, and number and size of offspring are components of the life history of many organisms
(Begon et al., 2006). The reproductive effort is an important component of any organism’s life
history and may be defined as the proportion of resources available to an organism of a given age
that is allocated to reproduction during a defined period of time (Gadgil & Bossert, 1970). For
females, the reproductive investment can be viewed as a result from the combination between
offspring number and the investment in each descendent (Stearns & Hoekstra, 2000). However,
as body cavity and capacity of resource acquisition are limited, there must be a compromise
between egg number and size (see Luddecke, 2002). Since egg size and number affect
survivorship and future parental investment with important consequences on fitness (Stearns,
1989), many studies have been investigating the trade-off between number and size of eggs in
different organisms and at different scales (e.g. Jetz et al., 2008; Wang et al., 2009). For anurans,
the reproductive output is influenced by female body size and condition (e.g. Castellano et al.,
2004), but also egg size and number seem to be strongly influenced by offspring environmental
conditions (e.g. Crump, 1981; Doughty, 2002; Dziminski & Roberts, 2006).

Anuran females are a suitable model to study patterns of reproductive allocation and
reproductive trade-offs, because in most species, the female reproductive effort is spent in egg
production and parental care is absent, simplifying the quantification of reproductive parameters
(Camargo et al., 2008). The ovarian complement of anurans with different reproductive modes is
very diverse (Salthe & Duellman, 1973). Generally, large species produce more eggs than small
ones, and species that have generalized reproductive modes produce larger clutches than those
that have specialized modes (e.g. Crump, 1974; Prado & Haddad, 2005). In addition, within a

given reproductive mode, there is a positive correlation between female body size and clutch size,



27

and a negative correlation between clutch and egg size (Duellman, 1989). In anurans, this trade-
off between clutch size and egg size is more pronounced in terrestrial breeders, which exhibit
large eggs and small clutches (Salthe & Duellman, 1973). It has been suggested that small frog
species would be more prone to experiment terrestrial reproduction, since clutch size is already
small, then selection would favor a small decrease in egg number, increasing egg size, and
consequently hatchling size (Salthe & Duellman, 1973).

Frogs in the genus Physalaemus generally deposit a large number of eggs in foam nests
and tadpoles develop in puddles (e. g. Lynch, 1971). Foam nests are considered an adaptation to
environments with unpredictable rains, as the foam provides protection to eggs/tadpoles against
desiccation (Heyer, 1969; Duellman & Trueb, 1986) as well as predators (Downie, 1990, Menin
& Giaretta, 2003, Giaretta & Menin, 2004). The genus Physalaemus contains species that occur
in a wide variety of habitats, from the leaf litter of rainforests (Heyer et al., 1990) to seasonal
habitats, such as the Brazilian savanna (Cerrado), Chaco, and Caatinga (Cei, 1980; Frost, 2009).
Despite being composed of relatively common species of broad geographical distribution (Frost,
2009), few studies on the ecology and behaviour of most species are available (e.g. Giaretta &
Menin, 2004; Brasileiro & Martins, 2006).

Physalaemus crombiei Heyer & Wolf, 1989 (Figure 1) is an endemic species of the
Atlantic forest known from two localities; the type locality in Espirito Santo State, and another in
the State of Bahia (Frost, 2009). Except for some information provided in the species’ description
(Heyer & Wolf, 1989), no information on the biology of P. crombiei is available. This species
belongs to the Physalaemus signifer group, which is composed of 13 species endemic to the
Atlantic forest (Nascimento et al., 2005; Cruz et al., 2007): P. angrensis Weber, Gonzaga &
Carvalho e Silva, 2006, P. atlanticus Haddad & Sazima, 2004, P. bokermanni Cardoso &

Haddad, 1985, P. caete Pombal & Madureira, 1997, P. camacan Pimenta, Cruz & Silvano, 2005,
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P. crombiei Heyer & Wolf, 1989, P. irroratus Cruz, Nascimento & Feio, 2007, P. maculiventris
(Lutz, 1925), P. moreirae (Miranda-Ribeiro, 1937), P. nanus (Boulenger, 1888), P. obtectus
Bokermann, 1966, P. signifer (Girard, 1853), and P. spiniger (Miranda-Ribeiro, 1926). Within
this species group, three alternative reproductive modes have been described: (1) foam nest
deposited in puddles and exotrophic tadpoles in puddles (aquatic typical mode for the genus
Physalaemus); (2) foam nest on the humid forest floor close to puddles and tadpoles in puddles;
(3) foam nest in water accumulated in axils of terrestrial bromeliads and tadpoles in puddles
(Haddad & Pombal, 1998; Haddad & Prado, 2005). While most Physalaemus species are aquatic
breeders, species in the P. signifer group are the only exhibiting a tendency toward terrestrial
reproduction in the genus.

In the present study, we report on the reproductive biology of P. crombiei from a third
known population in the Atlantic forest, Espirito Santo State, Brazil. Our aims were: (1) to
describe the breeding activity period, breeding habitat, and the reproductive mode of the species;
(2) to determine clutch size and egg size, estimate the reproductive effort, and investigate female
size-fecundity relationships; and (3) to test the prediction that clutch size should be smaller while
egg size should be larger in the terrestrial breeders of the P. signifer group compared to other
Physalaemus species with obligatory aquatic reproduction (Haddad & Prado, 2005), following

the general pattern observed in anurans (Salthe & Duellman, 1973).

MATERIALS AND METHODS
Study site

The study was carried out in the municipality of Aracruz, Espirito Santo State,
southeastern Brazil, in a remnant of Atlantic forest (19°49'12"S; 40°16'22"W) surrounded by

eucalyptus plantations. Collections were conducted near a temporary creek within the native
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forest. Climate is hot and humid throughout the year with rains concentrated from October to
February. In the study year, the average temperature was 23.9° C and the average annual rainfall
was 1401 mm. The original vegetation cover is a type of lowland Atlantic forest known as
tabuleiro forest that, together with the other types of Atlantic forest and with the restinga (sand
dune), compose the ecosystems of the Brazilian coast (see Villela et al., 2006). The study area is
located approximately 53 km from the type locality of P. crombiei, the Biological Reserve of

Nova Lombardia, Santa Teresa, Espirito Santo State, southeastern Brazil.

Data collection and analysis

From November 1995 to November 1996, field collections were conducted monthly in the
study area. The reproductive period was determined based on direct observations of calling
males, presence of gravid females, or foam nests. The reproductive habitat was described based
on the vegetation cover and type of substrate where males called from and the type of water body
or substrate used for egg deposition.

During the fieldwork, specimens were collected using pitfall traps with drift fences.
Specimens were prepared and fixed as described by McDiarmid (1994) and deposited in the
Collection of Amphibians CFBH, Departamento de Zoologia, I.B., Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Rio Claro, Séo Paulo State, Brazil. The snout-vent length (SVL) of adults was
measured with calipers to the nearest 0.1 mm and the body and gonad masses of females were
measured in a digital scale to the nearest 0.001 g. The diameters of 10 mature oocytes of each
female were measured to the nearest 0.1 mm with an ocular micrometer under a
stereomicroscope. The average number of eggs per clutch was estimated based on the number of
mature oocytes in the females’ ovaries. Although far from the ideal, the most common way to

measure the reproductive effort is to establish the proportion between gonad mass and body mass
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or clutch volume and body volume (e.g. Prado & Haddad, 2005; Rodrigues et al., 2005). Thus,
the reproductive effort of P. crombiei females was estimated using the percentage of ovary mass
relative to body mass.

The relationships between female fecundity with female body size were examined
through simple linear regression analysis (Zar, 1999) between the following variables: (1) snout-
vent length (SVL) versus clutch size, i. e., number of mature oocytes/eggs per clutch; (2) body
mass versus clutch size; (3) SVL versus ovary mass; (4) body mass versus ovary mass. Although
gravid females were found in almost all studied months, only those captured in November 1995
were included in the analyses to avoid differences in clutch and egg size caused by differences in
environmental conditions (e.g. water and food availability). Student's t test was used to compare
SVL and body mass of adult males and females (Zar, 1999).

Because eggs tend to be larger while clutch size tends to be smaller in anurans with
terrestrial reproductive modes (e.g. Salthe & Duelmann, 1973; Crump, 1974), we investigated
egg size and clutch size of the species in the Physalaemus signifer group, which exhibit more
terrestrial modes, comparing with those of other species in the genus. To minimize the effect of
body size, the egg diameter/female SVL ratio was used in the subsequent analyses. Data on SVL,
clutch size (number of oocytes/eggs per clutch), egg diameter (ED), reproductive mode,
reproductive patterns, and sexual dimorphism of 12 other Physalaemus species were obtained
from the literature (Table 1). Our data on P. crombiei were compared to those of the 12
Physalaemus species, except for egg size, which was found in the literature for eight species
only. Linear regressions (Zar, 1999) were calculated between the following variables for the
Physalaemus species: (1) SVL versus clutch size, (2) SVL versus ED, (3) clutch size versus ED,

(4) SVL versus ED/SVL, and (5) clutch size versus ED/SVL. The non-parametric Mann-Whitney
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test was used to compare egg size and clutch size of the species in the Physalaemus signifer

group with those of other species in the genus.

RESULTS

Breeding activity pattern and reproductive modes

Males calling, gravid females, and foam nests of Physalaemus crombiei were observed
throughout the year, with a peak of activity in the most rainy months (October to March).
Individuals were observed at the edge and in the forest, in eucalyptus plantations with some
understory, and at the margins of creeks within the forest. Males called after rains and remained
calling while accumulated water was available. Frogs used the moist forest litter as calling sites,
hidden beneath branches and leaves or exposed on the ground.

Three alternative sites were used by the species to deposit the foam nests. Clutches were
observed in small puddles that formed on the roads after heavy rains or inside fallen leaves or tree
holes on the forest floor containing rainwater, but also on the humid floor amidst the leaf litter
with no water accumulated (Figure 1). The average number of eggs per clutch (estimated from
mature oocytes) was 158.73 £ 43.25 (range = 91 - 250; n = 15 females) and the average ovary
mass was 0.30 g £ 0.1 (range = 0.18 — 0.53; n = 15). Mature eggs are unpigmented with an
average diameter of 1.38 mm £ 0.064 (range = 1.25 — 1.49; n = 150 eggs of 15 females). All

ovaries examined contained only mature oocytes.

Size-fecundity relationships and reproductive effort
The average reproductive effort (ovary mass/body mass) was 32.06 % + 5.26 (range =
23.48 — 39.91; n = 15). For females, a positive correlation was found between SVL vs. ovary

mass (r* = 0.62; P < 0.01; n = 15) (Figure 2a), body mass vs. ovary mass (r*= 0.75; P < 0.01; n =
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15) (Figure 2b), SVL vs. clutch size (= 0.54; P < 0.01; n = 15) (Figure 2c), and body mass vs.
clutch size (r*= 0.59; P < 0.01; n = 15) (Figure 2d). Females of P. crombiei were larger (t = 1.7; p
< 0.001; n = 15) and heavier than males (t = 1.7; p < 0.001; n = 15) (Table 2).

Reproductive traits compared among Physalaemus species are shown in Table 1. Among
the Physalaemus species analyzed in this study, a significant positive correlation was found
between SVL vs. clutch size (= 0.69; p < 0.01; n = 13) (Figure 3a), but neither SVL vs. ED (r* =
0.003; p = 0.87; n = 9), nor clutch size vs. ED (r* = 0.0005; p = 0.95; n = 9) were significantly
correlated (Figures 3b and 3c, respectively). Negative significant correlations were observed
between SVL vs. ED/ SVL (r* = 0.44; p < 0.05; n = 9) (Figure 3d) and clutch size vs. ED/ SVL (r?
= 0.46; p < 0.05; n = 9) (Figure 3e). Mean number of eggs per clutch was smaller in species of
the P. signifer group (average = 143 + 103; range = 29.7 — 273; n = 4) compared to those of other
species of the genus (average = 959.7 £ 746.9; range = 296.9 — 2465; n = 9; Mann-Whitney Z(U)
= 2.77; p < 0.01). Relative egg size (ED/SVL ratio) was significantly larger in species of the P.
signifer group (average = 0.07 £ 0.007; range = 0.062 — 0.077; n = 3) compared to other
Physalaemus species analyzed (average = 0.04 £+ 0.004; range = 0.036 — 0.048; n = 6; Mann-

Whitney Z(U) = 2.32; p = 0.01).

DISCUSSION

Breeding activity pattern and reproductive modes

Physalaemus crombiei differs from most Physalaemus species by being able to reproduce
throughout the year, with a peak of activity in the rainy season. Many species of this genus have
long breeding seasons (Cardoso, 1981; Haddad & Pombal, 1998; Wogel et al., 2002; Brasilero &
Martins, 2006), but most of them only reproduce during a few months during the rainy season

rather than the entire year, as they inhabit seasonal habitats (Rodrigues et al., 2004; Camargo et
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al., 2005; Brasileiro & Martins, 2006). The continuous breeding pattern of P. crombiei might be
considered uncommon, since even species such as P. spiniger (Haddad & Pombal, 1998) and P.
atlanticus (Haddad & Sazima, 2004), which also inhabit the Atlantic forest, were not observed
breeding beyond the rainy season. Although breeding events for P. crombiei were recorded
throughout the year, the peak of the breeding activity occurred during the rainy season, possibly
due to more availability and stability of puddles on the forest floor.

Individuals of P. crombiei exhibited three alternative reproductive modes, as described for
P. spiniger (Haddad & Pombal, 1998; see Table 1). In addition to the typical reproductive mode
of the genus Physalaemus (Haddad & Prado, 2005), in which foam nests are deposited on the
water in puddles (mode 11), clutches were also deposited on moist forest litter (mode 28), as
described for P. atlanticus (Haddad & Sazima, 2004), P. spiniger, P. bokermanni, and P. signifer
(Haddad & Pombal, 1998; Wogel et al., 2002). A third mode, in which foam nests were observed
inside fallen leaves or in tree holes on the forest floor containing rainwater, is here interpreted as
variations of the mode 14, described as foam nests in water accumulated in axils of terrestrial
bromeliads and tadpoles in puddles for P. spiniger (Haddad & Pombal, 1998). Variations of the
mode 14 were also observed for P. caete (foam nests inside tree holes with water near the
ground; Pombal & Madureira, 1997) and P. erythros (foam nests within flooded hole in the
ground or flooded rock crevices; Baéta et al., 2007). All species mentioned above are included in
the P. signifer group, except for P. erythros that belongs to the P. deimaticus group (sensu
Nascimento et al., 2005). The embryos and/or tadpoles from foam nests of P. crombiei deposited
on the moist litter are probably washed into temporary puddles after rains, where tadpoles feed
and complete their development (Haddad & Pombal, 1998; Haddad & Prado, 2005). As observed
for P. spiniger (Haddad & Pombal, 1998), clutches of P. crombiei deposited on moist litter, with

no water accumulated nearby might be an alternative apparently associated with high air
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humidity and the almost constant soil moisture of the Atlantic forest. In this case, the survival of
the offspring is facilitated by the presence of the foam nest surrounding the eggs and larvae, as
the foam prevents desiccation (Heyer, 1969), allowing the initial development to occur in the
absence of water. This strategy may provide a competitive advantage over other anuran species,
as P. crombiei tadpoles may be the first to occupy water puddles after rains. Also, tadpoles of P.
crombiei may benefit from fewer predators (Magnusson & Hero, 1991), since the longer the
duration of a puddle, the higher the probability of the presence of predators (Giaretta and Menin,

2004).

Size-fecundity relationships and reproductive effort in P. crombiei

The average number of eggs produced by P. crombiei females was much lower than those
of many Physalaemus species (see Table 1 for species lists and references). Since the average
SVL of P. crombiei females was lower than those of most Physalaemus species analyzed, such
difference in egg production was expected because a positive correlation between clutch size and
female body size is commonly reported for anurans (Crump, 1974; Halliday & Verrel, 1986,
Prado & Haddad, 2005). Nonetheless, P. crombiei produced more eggs than P. atlanticus
(Haddad & Sazima, 2004), despite having similar body sizes. The number of eggs produced by a
female might differ depending on the reproductive mode of the species, as the number of eggs
tend to decrease and the size of eggs tend to increase from aquatic to more terrestrial modes
(Salthe & Duellman, 1973; Crump, 1974; Duellman & Trueb, 1986). Physalaemus crombiei and
P. atlanticus produce few large eggs, have similar SVLs, and identical reproductive modes,
including the one where foam nests are deposited on the forest floor. Then, the more terrestrial
reproductive mode would explain the low fecundity, but not the differences in egg number

observed. These differences may result from ecological differences between the species, mainly
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regarding the duration of the reproductive period and the number of clutches females can produce
during a single breeding season (e.g. Prado & Haddad, 2005), or habitat differences related to
climatic conditions and consequently the amount of available resources (e.g., Praderio &
Robinson, 1990; Liddecke, 2002), data that are not available for any of these species.

Although P. crombiei females produced lower number of eggs compared to most
Physalaemus species, the reproductive effort was high; ovary mass accounted for ca. 32% of
body mass. We must consider the possibility that the reproductive output of P. crombiei females
might have been underestimated, since there is no information on how many clutches a female is
able to deposit during a year. Few studies have reported on the reproductive investment in
females of Physalaemus species, but P. albonotatus females invested from 16.6% (Prado &
Haddad, 2005) to 27% (Rodrigues et al., 2004) in ovary mass in two different regions in Central
Brazil. Although from a different genus, Eupemphix nattereri is also a foam-nesting leiuperid
frog and females were reported investing around 22% in ovary mass (Rodrigues et al., 2004). In a
study conducted in the Pantanal floodplain in Central Brazil, 11 species from different families
invested from 5.5% to 18% in ovaries (Prado & Haddad, 2005). Thus, the investment exhibited
by P. crombiei in the present study was high, and might be related to species ecological traits
and/or environmental conditions, such as number of reproductive events, predation pressure on
eggs and/or tadpoles, reproductive sites, and prey availability, as mentioned above. Studies
addressing these questions need to be conducted to elucidate such variation in reproductive effort
among Physalaemus, as well as among other anuran species.

The number of eggs was positively correlated with SVL and female mass, as reported in
previous studies on other anuran species (Rodrigues et al., 2004; Camargo et al., 2005; Prado &
Haddad, 2005). However, a stronger relationship was found between the number of eggs with

body mass than with SVL, and an even stronger relationship between body mass and ovary mass.
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Similar results were found in the studies mentioned above, demonstrating that body mass is a
more appropriate variable to estimate the reproductive potential of females, as it is a more
accurate measure of female internal cavity as well as its nutritional condition (Prado & Haddad,
2005).

Physalaemus crombiei exhibits sexual dimorphism, with females being on average larger
than males. This is a common pattern for anurans in general (Shine, 1979) as well as for most
species of the genus Physalaemus (Table 1). Several factors might be responsible for this pattern,
such as pressure for female size increase due to increase in fecundity (Crump & Kaplan, 1979),
earlier sexual maturation of males, differential predation on larger males (Howard, 1981), or even
restrictions to male growth due to energy expenditure during reproductive activities (Woolbright,
1989). Intra or intersexual selection can also lead to differences in size between males and
females (e.g. Ryan & Keddy-Hector, 1992; Brasileiro & Martins, 2006). For the genus
Physalaemus, the different selective pressures leading to sexual size dimorphism still need to be

investigated.

The trade-off between number and size of eggs in terrestrial Physalaemus breeders

Although the number of eggs produced by females of the genus Physalaemus was
correlated with female size, the relationships between SVL and egg diameter (ED), and clutch
size (number of mature eggs) and ED were not significant. Although our sample size is small, the
eggs of species of the P. signifer group were significantly larger compared to those of other
species, which could explain the lack of correlation observed. However, when the same variables
(SVL and clutch size) were correlated with ED/SVL ratio, the negative significant correlation
expected between clutch size and egg size was found (Salthe & Duellman, 1973; Crump, 1974),

suggesting that the effect of body size might also have resulted in the lack of correlation.
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Comparing the number and the size of eggs of species that deposit eggs in terrestrial foam nests
(P. signifer group: P. atlanticus, P. crombiei, and P. spiniger) with those that lay foam nests on
the water, species in the first group have larger but fewer eggs than those in the second group.
Thus this trade-off between number and size of eggs might be due to a tendency to terrestriality
in the species of the P. signifer group, corroborating our initial prediction. More terrestrial modes
apparently require more yolk for the initial development, maintaining the embryos until the
clutch is carried to temporary puddles where tadpoles will feed and complete their development
(Salthe & Duellman, 1973). Furthermore, larger eggs result in larger hatchlings or size at
metamorphosis, which may be advantageous in terms of offspring and parental fitness (e.g.
Salthe & Duellman, 1973; Dziminski et al., 2009), since early stages in anuran lives are more
vulnerable to predation (e.g. Magnusson & Hero, 1991; Prado et al., 2005).

Salthe & Duellman (1973) hypothesized that selection would favor increased clutch size
in larger frogs and increased egg size in smaller frogs. Since clutch size is already small in the
latter species, selection would favor a small decrease in egg number, increasing egg size,
consequently increasing hatchling size. Moreover, these authors suggested that only small to
medium size frogs would be able to enter the adaptive zones involving terrestrial reproductive
modes. Comparing species in the genus Physalaemus, such predictions seem to be plausible.
Physalaemus species in the signifer group are smaller compared to most species in the genus.
However, other small Physalaemus species, such as P. albonotatus, exhibit the typical aquatic
mode (Rodrigues et al., 2004), but one important factor should be considered, that is habitat
moisture and rainfall. Species in the P. signifer group are inhabitants of the Atlantic forest with a
pronounced high air humidity and rainfall, while P. albonotaus and many other Physalaemus
inhabit seasonal areas with a pronounced dry season, such as the Pantanal and the Cerrado (e.g.

Prado & Haddad, 2005; Brasileiro & Martins, 2006), thus precluding the evolution of more
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terrestrial modes due to egg desiccation risks. This general trend can be observed when analyzing
the 39 reproductive modes described for frogs, mainly those from the Atlantic forest in Brazil
(Haddad & Prado, 2005). In general, the terrestrial modes involve small to medium size species,
such as those included in the genera Brachycephalus, Flectonotus, Paratelmatobius, Zachaenus,
among others (Haddad & Prado, 2005), supporting what has been suggested by Salthe &
Duellman (1973) that small species have the opportunity to experience more, using available
humid micro-habitats.

Given the diverse reproductive strategies exhibited by tropical anurans, our results
reinforce the need for more ecological and behavioural studies, allied with phylogenetic
comparative methods. Such studies can help to elucidate the evolution of egg size and number
trade-off as well as reproductive modes in frogs. Furthermore, given the extinction threat many
anuran species have been experiencing all over the world (e.g. Becker et al., 2007), integrating
information on species life-history traits with those of landscape configuration may also be useful
in the identification of priority areas for conservation, producing more effective conservation

strategies (e.g. Loyola et al., 2008; Becker et al., 2009).
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Table 1. Snout-vent length (SVL), number of mature oocytes/eggs, mature oocyte/egg diameter,
reproductive modes, and sexual size dimorphism (SSD) for P. crombiei (this study) and other 12
Physalaemus species analyzed here. Reproductive modes: (11) foam nest floating on pond;
exotrophic tadpoles in ponds; (14) foam nest on water accumulated on the axils of terrestrial
bromeliads and its variations (see text); extrophic tadpoles in ponds; (28) foam nest on the humid
forest floor; tadpoles in ponds (Haddad & Pombal, 1998; Haddad & Prado, 2005). Sexual size
dimorphism (SSD): Y = yes; N = no. (*) Species in the Physalaemus signifer group (sensu

Nascimento et al., 2005).

Species Female Number of Egg/oocyte Reproductive  SSD
SVL (mm) eggs/oocyte diameter mode
S (mm)

P. albonotatus 235™ 719 ™ m 1™ YK
P. atlanticus 224" 81" 16" 11 and 28" ‘A
P. biligonigerus 30° 1020° - 11° A
P. centralis 345° 1872° 1.3° 11° N
P. crombiei ~ 22.43 158 1.38 11,14,and28 Y
P. cuvieri 28.96 " 584.46 " 1.87" 11" Y
P. ephippifer 31! 410 - 11/ -
P. gracilis 29.9° 311° - 119" YK
P. henselii 23.1° 296.9° 0.9 119 -
P. cf. marmoratus 39.3°¢ 2465 © 1.4°¢ 11°¢ YK
P. olfersii 31.4" 959 1.6' 11 ¢ N
P. signifer ~ 27.4° 273° - 11and28° Y
P. spiniger 21.1' 29.7" 1.62"  11,14,and28" Y*

Source: (a) Brasileiro & Martins (2006); (b) Camargo et al. (2008); (c) C. P. A. Prado (pers.
obs.); (d) C. F. B. Haddad (pers. obs.); (e) Giaretta & Menin (2004); (f) Haddad & Pombal
(1998); (g) Haddad & Prado (2005); (h) Haddad & Sazima (2004); (i) Heyer et al. (1990); (j)
Hodl (1990); (k) Nascimento et al. (2005); (I) Pombal Jr. (1995); (m) Prado & Haddad (2005);
(n) N. C. Pupin (unpubl. data); (0) Wogel et al. (2002); (p) Maneyro et al. (2008); (q) Barrio

(1965); (r) Camargo et al. (2005).
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Table 2. Comparisons of mean snout-vent length (SVL) and mean mass of males and females of

P. crombiei from the municipality of Aracruz, Espirito Santo State, southeastern Brazil.

Males Females
n Mean £ SD  Range n Mean £ SD Range t P
SVL (mm) 15 19.23+0.88 18.65-21.71 15 22.43+1.29 19.75-25.25 1.7 <0.001

Mass (g) 15 0.68+0.06 0.6-0.8 15 0.92+0.18 0.68-1.35 1.7 <0.001
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Figure 1. Some aspects of the reproductive biology of Physalaemus crombiei: A) adult male;
B) a pair in axillary amplexus; C) foam nest on the humid leaf litter; D) foam nests close to a

rain puddle (Photos: J.L. Gasparini).
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Figure 2. Size-fecundity relationships in 15 P. crombiei females from Aracruz, Espirito Santo
State: (A) log snout-vent length (SVL) vs. log ovary mass (y = -6,19 + 4,18x); (B) log body
mass vs. log ovary mass (y = -0,48 + 1,36x); (C) log SVL vs. log clutch size (y = -

2,44+3,42x); (D) log body mass vs. log clutch size (y = 2.23 + 1.06x).
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Figure 3. Correlation between snout-vent length (SVL), clutch size and egg/oocyte diameter

in 13 species in the genus Physalaemus: (A) log SVL vs. clutch size (y = - 4.9 + 5.2 X); (B)

SVL vs. egg diameter; (C) clutch size vs. egg diameter; (D) SVL vs. egg diameter/SVL (y =

0.009 — 0.001x); and (E) clutch size vs. egg diameter/SVL (y = 0.06-1.2.10° x). Species: P.

albonotatus (P.alb), P. atlanticus (P.atl), P. biligonigerus (P.bil), P. centralis (P.cen), P.
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crombiei (P.cro), P. cuvieri (P.cuv), P. ephippifer (P.eph), P. gracilis (P.gra), P. henselli
(P.hen), P. cf. marmoratus (P.mar), P. olfersii (P.olf) e P. signifer (P.sig) e P. spiniger (P.spi).

Species in the P. signifer group inside the circles.



CAPITULO 2 - INVESTIMENTO REPRODUTIVO E VARIACAO
INTRA-DESOVA EM ESPECIES DE PHYSALAEMUS DE HABITATS
CONTRASTANTES
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RESUMO
Entre os vertebrados tetrapodes, os anuros apresentam a maior diversidade de modos
reprodutivos. Em geral, espécies que desovam diretamente na agua, ttm menores ovos e em
maior quantidade do que espécies com modos reprodutivos mais terrestres. Fatores fisicos,
tais como temperatura da agua, contetdo de oxigénio dissolvido e probabilidade do habitat
secar, também podem atuar como restricdes que limitam a extensdo da variacdo em alguns
componentes da historia de vida, especialmente em relacdo ao tamanho dos ovos e desovas.
Verificamos se espécies de Physalaemus vivendo em habitats distintos investem
diferentemente em reproducdo. ComparacGes foram feitas entre fémeas de quatro espécies de
area aberta (P. albonotatus, P. centralis, P. cuvieri e P. marmoratus) e quatro espécies de
mata (P. atlanticus, P. crombiei, P. olfersii e P. spiniger). Foram investigadas a existéncia de
diferenca no numero e tamanho dos ovos, as relacdes tamanho-fecundidade intra e
interespecificas, o investimento reprodutivo (IR) e a existéncia de variacdo intra-desova no
tamanho dos ovos. O tamanho do corpo da fémea foi correlacionado com o numero de
ovocitos em apenas duas de sete espécies analisadas. Relacdes interespecificas revelaram que
a massa do ovario e o tamanho da desova foram positivamente correlacionados com o CRC e
a massa corporea das fémeas. O IR médio, medido como a porcentagem da massa dos Ovarios
em relacdo a massa do corpo, incluindo todas as espécies foi de 17,85%, para as especies de
area aberta foi de 16% e para as espécies de mata foi de 20,3%. N&o houve diferenca
significativa entre espécies de area aberta e mata, porém o IR diferiu entre as espécies.
Espécies de area aberta tiveram desovas significativamente maiores e ovos significativamente
menores do que espécies de mata. Certo grau de variagdo intra-desova no tamanho dos ovos
foi verificado em todas as espécies analisadas, sendo que os maiores indices foram
encontrados em P. albonotatus e P. olfersii. Em areas florestadas, a maior umidade
atmosférica, combinada & menor exposicéo do solo ao sol, torna estes ambientes mais estaveis
para a reproducao dos anuros, ja ambientes abertos sdo mais imprevisiveis. As diferencas aqui
observadas podem ter evoluido em resposta as diferentes condigdes ambientais, porém,
podem ser devidas aos diferentes modos reprodutivos exibidos pelas espécies. A maioria das
espécies de mata analisadas pertence ao grupo de P. signifer, os quais apresentam modos
reprodutivos mais terrestres. Além de estudos incluindo outras espécies de Physalaemus,
analises comparativas filogenéticas sdo necessarias para o completo entendimento da

evolucdo das estratégias reprodutivas neste género Neotropical.
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ABSTRACT
Frogs exhibit the greatest diversity of reproductive modes among tetrapods. In general,
species that breed directly in the water have smaller eggs and in greater quantity than species
with more terrestrial reproductive modes. Abiotic conditions, such as water temperature,
dissolved oxygen content, and persistence of water bodies, can act as constraints that limit the
extent of variation in some life history components, especially those related to egg size and
number. Here we verified if Physalaemus species living in contrasting habitats invest
differently in reproduction. Comparisons were made between females of four species of open
areas (P. albonotatus, P. centralis, P. cuvieri and P. marmoratus) and four forest species (P.
atlanticus, P. crombiei, P. spiniger and P. olfersii). We investigated the existence of
differences in the number and size of eggs, the intra and interespecific size-fecundity
relationships, the reproductive effort (RE) and intra-clutch variation in egg size. Female body
size was correlated with the number of oocytes in only two among seven species analyzed.
Interspecific relationships revealed that ovary mass and clutch size were positively correlated
with body mass and SVL of females. Mean RE, measured as the percentage of ovary mass
relative to body mass, was17,8%, when including all species. Females of open areas invested,
on average, 16% in gonads, while mean RE of forest species was 20,3%. Species from open
areas produced larger clutches but smaller eggs compared to forest species. However, the RE
did not differ between both groups. Intra-clutch variation in egg size was observed for all
species analyzed, and the highest values were found for P.albonotatus and P.olfersii. The
higher air humidity in forests areas, combined with less sun exposure makes them more stable
environments for the reproduction of frogs, compared to open environments that are more
unpredictable. The differences here observed may have evolved in response to different
environmental conditions. However, they may also result from the different reproductive
modes exhibited by the species. Most forest species analyzed belongs to the P. signifer group,
which have more terrestrial reproductive modes. Studies including other Physalaemus species
and phyllogenetic comparative analysis are necessary to fully understand the evolution of

reproductive strategies in this Neotropical genus.
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INTRODUCAO

Entre os vertebrados tetrapodes, os anuros sdo 0s que exibem a maior diversidade de
modos reprodutivos (DUELLMAN e TRUEB, 1994). Esta grande diversidade de modos de
reproducdo em anuros esta associada a diferentes componentes de historia de vida, tais como
a fecundidade, o tamanho dos ovos, o esforco reprodutivo, a duragdo do desenvolvimento e a
idade da primeira reproducdo (SALTHE e DUELLMAN, 1973; WELLS, 2007). A partir do
trabalho de Boulenger (1886), foi constatado que espécies de anfibios que se reproduzem
diretamente na agua, tém menores ovos e em maior quantidade do que espécies com modos
reprodutivos mais terrestres. Posteriormente, muitos trabalhos foram feitos na tentativa de
reunir e comparar informacgdes sobre a variagdo nos tamanhos dos ovos e desovas nos mais
diversos grupos: Salthe (1969), Kaplan e Salthe (1979), Tilley (1968) e Kuramoto (1978) o
fizeram com caudados; Salthe e Duellman (1973), Duellman e Trueb (1994) e Wells (2007)
reuniram as informacdes disponiveis sobre o tamanho dos ovos e desovas para anuros; Crump
(1974) e Duellman (1978) para os anuros neotropicais; Hodl (1990) para 0s anuros
amazonicos; Lang (1995) em varios géneros de hilideos de riachos na América Central; Prado
e Haddad (2005) reuniram informac6es para espécies de anuros na regido do Pantanal, Brasil;
Pombal e Haddad (2005) e Hartmann et al. (2010) apresentaram informacfes para espécies da
Mata Atlantica no sudeste do Brasil. Muitos outros estudos examinaram as relacdes de
tamanho-fecundidade em espécies individuais ou compararam pares de espécies
(RODRIGUES et al., 2004, BRASILEIRO e MARTINS, 2006; CAMARGO et al., 2008).

Salthe e Duellman (1973), chegaram as seguintes conclus@es sobre as relacfes entre
tamanho do corpo, tamanho do ovo, e tamanho da desova em anfibios anuros: 1- dentro de um
dado modo reprodutivo, ha uma correlagdo positiva entre o tamanho do ovo e o tamanho da
fémea; 2- dentro de um dado modo reprodutivo, ha uma correlagdo positiva entre o tamanho
da desova e 0 tamanho da fémea; 3- independente do modo reprodutivo, ha uma correlacdo
negativa entre o tamanho da desova e o tamanho do ovo; 4- independente do modo
reprodutivo, ha uma correlacdo positiva entre o tamanho do ovo e o tamanho dos recém —
metamorfoseados.

Até a década de 1980, variagdes no tamanho do ovo e da desova eram discutidas em
termos de selecdo r e K (PIANKA, 1970). Para os anfibios, ambientes de reproducéo de area
aberta e borda de mata, como pocas temporarias, eram caracterizadas como ambientes
instaveis ou imprevisiveis, onde ovos e larvas estavam sujeitos a altos niveis de mortalidade,
principalmente devido a evaporacdo da &gua e predagdo. Anfibios se reproduzindo nestes

ambientes eram exemplos de espécies r-selecionadas, e possuiam como estratégia depositar
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muitos ovos e ter um baixo investimento energético em cada um. Ja espécies K-selecionadas
eram aquelas, geralmente, encontradas em florestas primérias e secundarias, completamente
independentes de corpos d’ agua de area aberta para se reproduzir, ndo formavam grandes
agregacdes reprodutivas e suas desovas estariam menos sujeitas a mortalidades catastroficas,
sendo a maior parte da mortalidade dependente da densidade. Por isso, suas desovas seriam
caracterizadas por um menor nimero de ovos, compensado pelo maior investimento
energético em cada ovo, aumentando a habilidade competitiva de cada um (CRUMP, 1974).
O uso da selecdo r e K para explicar diferencas no tamanho da desova e dos ovos em estudos
de evolucdo de historia de vida tém caido em desuso. Os conceitos de selecdo r e K foram
muito criticados, (STEARNS, 1977, ROFF, 1992, STEARNS, 1992) uma vez que ndo levam
em conta a enorme variacdo nas estratégias de historia de vida que sdo observadas na
natureza, onde a maioria das espécies acaba ndo se encaixando nestes modelos e na tentativa
de classificar as espécies, muitos autores interpretavam seus dados de uma forma néo fiel a
realidade, influenciados pela teoria (STEARNS, 1977).

Outros modelos foram propostos na tentativa de explicar diferencas no tamanho dos
ovos e desovas. Smith e Fretwell (1974) propuseram o modelo de otimizagéo, o qual prediz
que, em um ambiente constante, um tamanho 6timo do filhote que ird maximizar o sucesso
reprodutivo dos pais devera evoluir. O maior tamanho do filhote, apesar de poder aumentar a
sobrevivéncia do mesmo, leva a um decréscimo no tamanho da prole, o que pode ser
desvantajoso para 0s pais, uma vez que, se 0 ambiente contém poucos riscos, um maior
numero de filhotes, mesmo que pequenos, poderad sobreviver. Em ambientes que variam em
qualidade, a relacdo entre tamanho do filhote e fitness ndo € a mesma que em ambientes
estaveis, logo, novos modelos foram propostos para estes ambientes (e.g. GILLESPIE, 1977;
WILBUR e RUDOLF, 2006). Se o ambiente varia em qualidade, um Unico tamanho 6timo
ndo pode existir, mas sim varios. Nestes ambientes variagdo na média do tamanho dos filhotes
pode evoluir entre os individuos de uma populagéo, e até mesmo a estratégia da melhor aposta
(bet hedging) pode ser selecionada, a qual consiste em produzir filhotes de tamanhos variados
em uma mesma desova (e.g. CRUMP, 1981; DZIMINSKI et al., 2009).

Para entender a evolugdo da histéria de vida em qualquer grupo sdo necessarias
informacGes que véo além do tamanho da desova e dos ovos, tais como idade de maturidade
reprodutiva, freqliéncia de reproducdo, tempo de vida e duragdo da vida reprodutiva
(SALTHE e DUELLMAN, 1973; STEARNS, 1992). No entanto, dados como estes ainda néo
estdo disponiveis para a maioria das espécies de anfibios e isto se deve, principalmente, a

dificuldade de serem coletados em condic¢des naturais. Assim, torna-se impossivel descobrir
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todos os fatores que levaram a evolugdo de uma determinada estratégia de historia de vida.
Apesar disso, € possivel identificar algumas pressdes seletivas que provavelmente afetaram a
evolucdo do tamanho do ovo e da desova através de comparacGes entre espécies de habitats
contrastantes (e.g., SALTHE e DUELLMAN, 1973; CRUMP e KAPLAN, 1979;
DZIMINSKI e ALFORD, 2005). Fatores fisicos, tais como temperatura da agua, oxigénio
dissolvido e probabilidade do habitat secar, ndo necessariamente selecionam um tamanho
especifico do ovo ou da desova, mas podem limitar a extensdo da variacdo possivel dessas
caracteristicas em um determinado habitat (WELLS, 2007).

Em habitats efémeros que combinam aguas quentes com baixa disponibilidade de
oxigénio, a maior relacdo superficie-volume de pequenos ovos facilita a difusdo do oxigénio,
logo, ovos menores sdo favorecidos nestes habitats (BRADFORD, 1990). Isto explica a
pequena variacdo de tamanho dos ovos entre espécies de anuros que depositam 0S 0vO0S
diretamente na agua (modo 1) (e.g. PRADO e HADDAD, 2005; PEROTTI, 1997). Em
ambientes com &guas frias e bem oxigenadas, como riachos, o tamanho do ovo é menos
restrito pela disponibilidade de oxigénio; ovos maiores ddo origem a girinos maiores, com
maior capacidade para se manterem no local e ndo serem levados pela correnteza (SALTHE e
DUELLMAN, 1973; RICHARDS, 2002). Em anfibios, a deposicdo de ovos em ambientes
terrestres s6 € possivel com ovos grandes. Microhabitats terrestres ndo sdo ambientes
adequados para a alimentacdo das larvas aquaticas, conseqlientemente, mesmo que as larvas
sejam carreadas para a agua por inundacdo ou pelos pais, estes ovos devem ter maiores
reservas de vitelo para serem mantidos até que sejam levados (CRUMP e KAPLAN, 1979;
WELLS, 2007). Da mesma forma, espécies com desenvolvimento direto precisam ter um alto
suprimento de vitelo até completar seu desenvolvimento. Além disso, ovos colocados em
ambiente terrestre precisam lidar com o problema da dessecacdo do ovo e o maior tamanho
faz com que a taxa de evaporacdo seja menor devido a menor razdo superficie-volume
(WELLS, 2007). Em ambientes imprevisiveis, como pogas temporarias, os filhotes estaréo
expostos a uma série de outros riscos, tais como predacdo, competicao e secagem da poca.

Apesar de ovos menores serem favorecidos em ambientes efémeros (BRADFORD,
1990), a imprevisibilidade desses habitats pode ter consequéncias sobre o tamanho dos ovos.
Se 0 ambiente € imprevisivel, o tamanho do ovo mais vantajoso para o0 sucesso reprodutivo
dos pais também é imprevisivel, assim, a estratégia de produzir desovas com ovos de
tamanhos variaveis pode ser favorecida (GILLESPIE, 1977; KAPLAN e COOPER, 1984;
McGINLEY et al., 1987; DZIMINSKI et al., 2009). Certo grau de variagdo no tamanho dos
ovos tem sido registrado em muitas espécies de anuros (CRUMP,1981; CRUMP, 1984;
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DZIMINSKI e ALFORD, 2005). Espécies que ocorrem em &reas onde o ambiente da prole é
imprevisivel, apresentam indices mais elevados de variacdo intra-desova (DZIMINSKI e
ALFORD, 2005). Em um experimento realizado em uma poca no campo, Dziminski et al.
(2009) compararam a sobrevivéncia de filhotes de diferentes desovas da espécie Crinia
georgiana, capaz de produzir desovas de trés tipos (ovos grandes, ovos pequenos e ovos de
tamanhos variaveis); desovas com ovos grandes tiveram um periodo larval mais curto,
metamorfosearam com maior tamanho e, conseqiientemente, tiveram maior sobrevivéncia do
que desovas de ovos pequenos e de tamanhos variados. A persisténcia de desovas com ovos
pequenos sugere que a espécie experimenta alguns ambientes em que a estratégia de produzir
0VO0S pequenos é vantajosa, cOmo no caso em que a poc¢a € inundada (DZIMINSKI et al.,
2009). Neste caso, esta estratégia é vantajosa, uma vez que gquanto menor o tamanho dos ovos,
maior a fecundidade, logo, um nimero maior de filhotes podera sobreviver (CRUMP,1981).
Desovas de tamanhos variados tiveram sobrevivéncia intermediéria, no entanto, fémeas com
este tipo de desova podem se beneficiar da estratégia denominada “bet hedging” (melhor
aposta). Uma vez que ndo se sabe se a poca vai persistir, secar ou inundar, a estratégia de
produzir desovas mistas pode assegurar a sobrevivéncia de pelo menos uma parte dos filhotes
(DZIMINSKI et al., 2009).

Neste capitulo, nosso objetivo foi verificar se fémeas de diferentes espécies de
Physalaemus, vivendo em ambientes contrastantes, investem diferentemente em reproducao.
Estas comparacGes foram feitas entre fémeas de quatro espécies de Physalaemus de area
aberta (P. albonotatus, P. centralis, P. cuvieri e P. marmoratus) e quatro espécies de mata (P.
atlanticus, P. crombiei, P. olfersii e P. spiniger). Neste contexto, as correlacfes entre 0s
componentes de historia de vida destas espéecies foram investigadas, bem como a existéncia
de variagdo entre as espécies no tamanho dos ovos e desovas e no tamanho dos ovos dentro da
desova. Com base no conhecimento atual, buscamos responder as seguintes questdes: (1)
Espécies que se reproduzem em ambientes estocasticos, tais como pocgas temporarias em
ambientes abertos, produzem desovas maiores e ovos menores comparadas as espécies de
ambientes mais estaveis, como as florestas umidas? (2) Independente do modo reprodutivo e
do ambiente de reproducdo, o investimento reprodutivo (% massa do ovario/massa do corpo)
é semelhante entre as espécies de Physalaemus? (3) Em relacdo ao tamanho do ovo, as

espécies de ambientes mais estocasticos exibem maior variagao intra-desova?
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MATERIAL E METODOS

Espécies estudadas

Physalaemus albonotatus: pertence ao grupo de P. cuvieri (NASCIMENTO et al.,
2005). No Brasil, ocorre em areas abertas nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
no Pantanal e areas de entorno, sendo encontrada também no Paraguai, e regides chaquenhas
da Bolivia e Argentina (FROST, 2011). Machos medem em média 29,6 mm e fémeas 30,2
mm. Reproduzem-se de outubro a abril em pocas temporarias, os machos vocalizam na
margem de pocas temporérias e areas alagadas, escondidos entre a vegetacdo emergente e 0s
ovos sdo depositados em ninhos de espuma sobre a agua (RODRIGUES et al., 2004). A
espécie apresenta dimorfismo sexual apenas na largura da cabeca. (NASCIMENTO et al.,
2005).

Figura 1. Physalaemus albonotatus (Foto: M. Gordo).

Physalaemus centralis: pertence ao grupo de P. cuvieri (NASCIMENTO et al., 2005),
é amplamente distribuida em areas de Cerrado do sudeste e Brasil central, ocorrendo também
no nordeste do Paraguai e Bolivia. Os machos medem em média 36,3 mm e as fémeas 34,5
mm. A estacdo reprodutiva vai de setembro a dezembro, sendo que o pico de reproducéo € em
outubro. Depositam ninhos de espuma diretamente na agua ou ancorados na vegetacao
emergente. Nao apresentam dimorfismo sexual em tamanho e os machos cantam no chéo e
sdo territoriais, podendo haver combates fisicos (BRASILEIRO e MARTINS, 2006).
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Figura 2. Casal de Physalaemus centralis desovando (Foto: D.J. Rodrigues).

Physalaemus cuvieri: pertence ao grupo de mesmo nome e possui ampla distribuicéo
geogréfica no Brasil, ocorrendo do nordeste ao sul do pais, além de Misiones e Entre Rios na
Argentina e leste do Paraguai, nos estados de Beni e Santa Cruz na Bolivia e, possivelmente,
em terras baixas no sul da Venezuela (FROST, 2011). E uma espécie originaria de é&reas
abertas, que ndo costuma invadir ambientes florestais (HADDAD, 1998). Reproduz-se de
setembro a mar¢co no sudeste do Brasil (BRASILEIRO et al., 2005). Machos vocalizam
flutuando na agua, podendo se abrigar na vegetacdo marginal. Depositam ovos em ninhos de
espuma sobre a agua em pocas temporarias, muitas vezes ancorados na vegetacdo emergente.
Podem construir ninhos de espuma comunais (ANDRADE, 1995) e apresentam dimorfismo

sexual em tamanho, sendo as fémeas maiores.

Figura 3. Macho de Physalaemus cuvieri (Foto: C.P.A. Prado ).
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Physalaemus marmoratus: pertence ao grupo de P. albifrons (NASCIMENTO et al.,
2005). Ocorre em areas abertas nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, mas também no Paraguai e
Bolivia (FROST, 2011). Reproduzem-se de setembro a janeiro no sudeste do Brasil
(BRASILEIRO et al., 2005) e os machos vocalizam enquanto flutuam na superficie da dgua
entre plantas emergentes. O sitio de canto é frequentemente localizado na margem de pocas
temporéarias e os ovos sdo depositados em ninhos de espuma sobre a agua. Ha relatos
frequentes de ninhos de espuma comunais (GIARETTA e MENIN, 2004). O CRC médio dos
machos é 32,8 mm e das fémeas 37,8 mm, sendo as fémeas maiores que os machos
(GIARETTA e MENIN, 2004).

Figura 4. Physalaemus marmoratus (Foto: C.F.B. Haddad).

Physalaemus atlanticus: pertence ao grupo de P. signifer (NASCIMENTO et al.,
2005). Conhecido apenas do municipio de Ubatuba, na costa norte do estado de Sdo Paulo,
em florestas com altitudes de 0 a 50 metros (FROST, 2011). Os machos tém em média 21,1
mm de CRC enquanto as fémeas 22,4 mm. A especie apresenta dimorfismo sexual no
comprimento da cabeca, comprimento do braco e na distancia olho-narina (NASCIMENTO et
al., 2005). Reproduz-se ao longo da estacdo chuvosa, de outubro a fevereiro. Machos
vocalizam no chdo da mata, proximo a lugares sujeitos a inundagdo ou na margem de pocas.
Os ovos sdo embebidos em um ninho de espuma que pode ser construido na superficie da
agua e ancorado as margens das pocas ou alternativamente, sobre a serapilheira imida ou em
fendas de rochas no costdo rochoso na borda da mata (HADDAD e SAZIMA, 2004).
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Figura 5. Physalaemus atlanticus (Foto: C.F.B. Haddad).

Physalaemus crombiei: pertence ao grupo de P. signifer (NASCIMENTO et al.,
2005). Ocorre em é&reas florestadas no dominio da Mata Atlantica, nos estados do Espirito
Santo e Bahia, sendo uma espécie com distribuicdo restrita, mas abundante localmente
(FROST, 2011; PUPIN et al., 2010). Os machos medem, em média, 19,23 mm e as fémeas
22,43 mm, sendo as fémeas maiores que 0os machos. Reproduz-se ao longo do ano, com seu
pico de reproducdo de outubro a marco. Pode depositar seus ninhos de espuma: (1) sobre a
agua em pequenas pogas temporarias; (2) dentro de ocos de troncos caidos no chao; e (3)
sobre a serapilheira tmida (PUPIN et al., 2010).

Figura 6. Physalaemus crombiei.

Physalaemus olfersii: pertence ao grupo de mesmo nome. Ocorre em areas abertas,
sempre associadas a florestas (DIXO e VERDADE, 2006), distribuindo-se amplamente nos

estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina
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(NASCIMENTO et al., 2005; FROST; 2011). O periodo reprodutivo se estende de setembro a
fevereiro (CONTE e ROSSA-FERES, 2006). Depositam ninhos de espuma em pogas
temporarias ou permanentes. Uma espécie relacionada foi observada construindo ninhos de
espuma comunais (LACERDA et al., 2009). Os machos podem medir de 26,2 a 36,4 mm e as
fémeas de 22,4 a 41,1 mm (CASSINI et al., 2010). A espéecie ndo apresenta dimorfismo
sexual em tamanho (NASCIMENTO et al., 2005).

Figura 7. Physalaemus olfersii.

Physalaemus spiniger: pertence ao grupo de P. signifer (NASCIMENTO et al., 2005).
Conhecida apenas para a parte sul do estado de Sdo Paulo (FROST, 2011), sempre associada a
florestas (HADDAD e POMBAL, 1998; COSTA, 2010). Reproduzem-se de agosto a
fevereiro no sul do Brasil (COSTA, 2010). Os machos podem vocalizar no chéo sobre o solo
Umido, proximos a areas sujeitas a inundacdo, ou na margem de pequenas pogas na mata,
abrigados entre a vegetacdo marginal ou de dentro de bromélias terrestres. Depositam ninhos
de espuma na agua, ancorados as margens de pocas, sobre a serapilheira Umida proximo a
pocas e também nas axilas de bromélias terrestres (HADDAD e POMBAL, 1998; COSTA,
2010). O tamanho dos machos €, em média, 18,8 mm e das fémeas 21,2 mm (HADDAD e
POMBAL, 1998). Ha dimorfismo sexual no tamanho do corpo (COSTA, 2010).
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Figura 8. Physalaemus spiniger (Foto: C.O.A. Gussoni).

Na Tabela 1 estdo sumarizadas as informag6es sobre modo reprodutivo e periodo

reprodutivo para as oito espécies de Physalaemus estudadas.

Coleta de dados

Fémeas gravidas e desovas foram obtidas em colecdes de anuros: CFBH (Colecédo
Célio F. B. Haddad, Departamento de Zoologia, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro,
SP, Brasil), DZSJRP (Cole¢do de Anfibios DZSJRP, Departamento de Zoologia e Botanica,
Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto, S&o Paulo, Brasil), UFMT (Colecéo
Zooldgica de Vertebrados, Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiaba, MT, Brasil) e
ZUFMS (Colecéo Zooldgica de referéncia da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, Brasil). Algumas desovas foram coletadas no campo no municipio de
Anchieta, ES (Anexo 1). O CRC (comprimento rostro-cloacal) das fémeas foi medido com
paquimetro digital com precisdo de 0,1 mm e a massa do corpo, depois de retirado 0 excesso
de alcool, foi aferida em balanca digital com preciséo de 0,001g. Ap6s a pesagem do corpo,
os ovarios foram removidos e pesados, entdo, 0 nimero de ovocitos maduros foi contado. Os
didmetros de 10 ovocitos maduros por fémea foram medidos em estereomicroscopio, com o
auxilio de ocular micrométrica com precisao de 0,1 mm. A porcentagem da massa do ovario
relativa @ massa do corpo foi usada como uma medida do investimento reprodutivo (IR). Os
valores das médias dos tamanhos das fémeas, do numero e didmetro dos ovulos, foram usados
para compor diagramas de dispersao e nas andalises de correlacéo e regressao.

Para as desovas de P. atlanticus, P. albonotatus, P. cuvieri, P. olfersii e P. crombiei
foi verificada a existéncia de variagdo intra-desova no tamanho dos ovos. Para tanto, uma

medida mais acurada do volume dos ovos foi necessaria. Logo, foi utilizado um
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estereomicroscopio acoplado a um computador, no qual as imagens dos ovos foram medidas

através do programa NIS Elements D 3.0. A area de 40 ovos de cada desova foi medida em

micrometros quadrados (u?) e convertida para milimetros quadrados (mm?). O volume de

vitelo de cada ovo foi estimado a partir da area medida, usando a seguinte férmula:
3

V = 4 7{ é] onde V =volume e A = area.

7T

Esta estimativa do volume de vitelo foi demonstrada como adequada por Dziminski e
Alford (2005), que obtiveram uma correlacdo altamente significativa entre o volume de vitelo
estimado desta maneira e a massa seca do ovo das espécies analisadas naquele trabalho. A
variagdo intra-desova no tamanho do ovo foi medida pelo coeficiente de variagéo (CV),
calculado como a razao: desvio padrdo/média do volume de vitelo dos ovos de cada desova.
(DZIMINSKI e ALFORD, 2005). O CV médio de cada espécie foi calculado e comparado
entre as espécies.

Analise dos dados

As relacbes tamanho-fecundidade intra e interespecificas foram examinadas através de
analises de regressao linear e correlacdo de Spearman (ZAR, 1999). Relacdes intra-especificas
entre CRC e massa corpdrea com a massa do ovario, N de ovocitos, didmetro dos ovocitos e
IR foram verificadas. Quanto as relagdes interespecificas, regressdes lineares entre 0 CRC e a
massa corpdrea com a massa do ovario, 0 N de ovocitos e IR foram calculadas. Analise de
covariancia (ANCOVA) foi usada para testar a existéncia de diferencas na elevacao (a) e na
inclinacdo (b) das retas de regressao entre espécies de mata e area aberta. Considerando a
existéncia de relacGes alométricas entre o tamanho dos 6rgdos e o tamanho do corpo, e para
permitir interpretacdo bioldgica e comparacgéo, as regressdes lineares foram calculadas com
dados transformados em log (KING, 2000). Nas analises interespecificas o0 N de ovdcitos e o
didametro dos ovdcitos foram divididos pelo CRC, para minimizar o efeito do tamanho do
corpo. O investimento reprodutivo (IR) foi comparado entre espécies de mata e area aberta
através do teste ndo paramétrico de Mann Whitney e entre todas as espécies através do
método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e, a posteriori, pelo método de Student Newman
Keuls. Este ultimo € equivalente ao teste de Tukey que compara as distancias entre as médias
ordenadas dos tratamentos (ZAR, 1999). Para verificar a existéncia de diferenca no numero e
tamanho dos ovdcitos entre espécies de area aberta e de mata, as médias das razdes N de
ovocitos/CRC e diametro dos ovocitos/CRC destes dois grupos foram comparadas através do
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teste de Mann Whitney. O volume dos ovos e o coeficiente de variagdo intra-desova (desvio
padrdao/média do volume dos ovos) foram comparados entre as espécies pelo método de
Kruskal-Wallis e, posteriormente, pelo método de Student Newman Keuls. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05. As anélises de regressao
e de covariancia foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0, para os testes nao
paramétricos foi utilizado o programa Bio Estat 5.0.

RESULTADOS

Relagdes de tamanho fecundidade e investimento reprodutivo em espécies de
Physalaemus

Dados de nimero de ovécitos maduros (N de ovdcitos), diametro de ovocitos e IR
foram obtidos para todas as espécies (Tabela 2). Porém, devido ao pequeno tamanho da
amostra para a espécie Physalaemus marmoratus e devido ao fato de somente desovas de
Physalaemus atlanticus terem sido encontradas, e ndo fémeas ovadas, analises das relacOes
intraespecificas entre N de ovdcitos e CRC ou massa corporea foram realizadas apenas para
seis espécies (Tabelas 3 e 4). O CRC foi positivamente correlacionado com a massa do ovario
para a maioria das espécies, exceto para P. albonotatus e P. spiniger. Na maioria das espécies
0 CRC néo foi correlacionado com o N de ovdcitos, apenas em P. crombiei e P. cuvieri houve
correlagéo positiva significativa. Em nenhuma espécie houve correlagao entre CRC e tamanho
dos ovos e somente P. olfersii apresentou correlagcdo entre CRC e investimento reprodutivo
(IR) (Tabela 3). A massa corpérea foi correlacionada com a massa do ovario em todas as
espécies, exceto em P. albonotatus. Em apenas duas espécies (P. crombiei e P. spiniger) a
massa corpdrea foi correlacionada com o N de ovdcitos (Tabela 4). Nenhuma espécie
apresentou correlacdo entre a massa corpérea e o didmetro dos ovos e apenas em P. centralis

houve correlagdo entre massa corpérea e IR (Tabela 4).
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Tabela 1. Ambiente onde a desova é depositada, modos reprodutivos e periodo de

reproducdo de oito espécies de Physalaemus, sendo quatro de areas abertas e quatro de mata.

Modos reprodutivos: (11) ninho de espuma flutuando em pocas, girinos exotroficos em pogas;

(14) ninho de espuma flutuando na 4gua acumulada em axilas de bromélias terrestres, girinos

exotroficos em pocas; (28) ninho de espuma na serapilheira Umida, depois da inundagdo, 0s

girinos exotroficos se desenvolvem em pogas (segundo HADDAD; PRADO, 2005).

Espécie Ambiente da desova Modo reprodutivo Periodo reprodutivo*

Area aberta

P. albonotatus aquatico 11 Out-Abr

P. centralis aquatico 11 Set-Dez

P. cuvieri aquatico 11 Set-Mar

P. marmoratus aquatico 11 Set-Jan

Mata

P. atlanticus aquatico/terrestre 11e28 Out-Fev

P. crombiei aquatico/terrestre 11, 14* e 28 Jan-Dez

P. olfersii aquatico 11 Set-Fev

P. spiniger aquatico/terrestre 11,14 ¢ 28 Ago-Fev

*Em P. crombiei, a deposicdo de ovos em ninhos de espuma em agua acumulada em folhas

ou troncos caidos no chao foi interpretada como uma variacdo do modo 14 (PUPIN et al.,

2010). Para as fontes dos periodos reprodutivos, ver referéncias em Material e Métodos.
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Nenhuma das espécies apresentou correlacdo entre o N de ovocitos e o diametro dos
ovocitos, porém, quando correlacionamos o N de ovocitos com a razdo diametro dos
ovocitos/CRC, apenas a espécie P. crombiei exibiu trade-off entre 0 nimero e o tamanho dos

ovacitos (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados das analises de regressdo entre nimero e tamanho dos ovocitos e do teste de
correlacdo de Spearman entre numero de ovocitos e diametro dos ovécitos/CRC em oito espécies

do género Physalaemus; em negrito os resultados significativos.

Regressao da variavel log nimero de ovacitos
com a variavel log didmetro dos ovocitos  log didmetro dos ovicitos/CRC
P. albonotatus R*=0,02; P=0,63; N=12 Rs=-0,1;P=0,75;N=12
P. atlanticus R*=-0,002;P=09;N=9 -
P. centralis R>=-0,07; P=0,44; N =10 Rs=-0,29;P=0,4;N=10
P. crombiei R?=-0,13;P=0,17:N=15 Rg=-0,76;P<0,01; N=15
P. cuvieri R®=-0,05P=0,21;N=30 Rs=0,004; P=0,98; N =30
P. marmoratus . .
P. olfersii R®=-0,02;P=0,71;N=9 Rs=-0,48;P=0,18; N=9
P. spiniger R?=0,05; P =0,42; N = 14 Rs=0,17;P=0,55;N=14

Relacdes de tamanho-fecundidade interespecificas também foram examinadas. A massa
do ovério foi fortemente correlacionada tanto com o CRC da fémea (R? = 0,85; P < 0,01; N = 7)
(Figura 9 A) quanto com a massa corpérea (R® = 0,81; P < 0,01; N = 7) (Figura 9 C) entre as
espécies comparadas. O N de ovdcitos também foi fortemente correlacionado com a massa
corpérea (R?=0,97; P < 0,01; N = 7) (Figura 9 D) e com o CRC da fémea (R*=0,93; P < 0,01; N
= 8) (Figura 9 B). N&o houve correlagéo entre CRC e didmetro dos ovécitos (R*= 0,22; P = 0,23;
N = 8) e entre massa corpdrea e didmetro dos ovocitos (R = 0,23; P = 0,26; N = 7). Uma
correlacdo negativa (trade-off) entre 0 nimero e o tamanho dos ovocitos foi observada entre as
espécies (R*= 0,52 ; P < 0,05 ; N = 8) (Figura 9 F).
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Figura 9. Relac6es tamanho-fecundidade em fémeas de Physalaemus. (A) Correlagéo entre log
do comprimento rostro-cloacal (CRC) e o log da massa do ovario (y = -5,43 + 3,43x); (B)
correlacdo entre o log do CRC e log do nimero de ovocitos (N de ovocitos) (y = -4,41 + 4,87x);
(C) correlacdo entre log da massa corpérea e log da massa do ovario (y = -0,77 + 0,96x); (D)

correlacéo entre log da massa corporea e log do N de ovaocitos (y = 2,54 + 1,33x); (E) correlagéo
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entre log do CRC e log do investimento reprodutivo (IR); (F) correlacdo entre log do N de
ovocitos e log do didametro dos ovacitos (y = 0,38 —0,12x). Espécies: Physalaemus atlanticus (P.
atl); P. albonotatus (P. alb); P. centralis (P. cen); P. crombiei (P. cro); P. cuvieri (P. cuv); P.

marmoratus (P. mar); P. olfersii (P. olf); P.spiniger (P. spi).

Trade-off entre niUmero e tamanho de ovos e IR em espécies de area aberta e mata

Analisando separadamente, houve correlacédo significativa entre N de ovocitos e CRC
tanto para as espécies de area aberta (R? = 0,99; P < 0,01; N = 4) quanto para as espécies de mata
(R*=0,91; P < 0,05; N = 4). As inclinacdes das retas (b) ndo foram significativamente diferentes
(F=0,28, P =0,61), porém, houve diferenca significativa na interceptacao do eixo y (a) entre as
retas de area aberta e mata (F = 21,02, P < 0,01) (Figura 10 A). Isto indica que o nimero de ovos
produzidos aumenta na mesma propor¢do com o aumento do corpo em ambos 0S grupos, porém
em espécies de area aberta 0 nimero de ovos produzidos tende a ser maior (ver analises abaixo).
N&o houve correlacdo significativa entre o diametro dos ovocitos e 0 CRCem espécies de area
aberta (R* = 0,23; P = 0,51; N = 4), nem para espécies de mata (R*> = 0,15; P = 0,61; N = 4)
(Figura 10 C). As inclinacdes das retas (b) ndo foram significativamente diferentes (F = 0,96, P =
0,38), porém, houve diferenca significativa na interceptacao do eixo y (a) entre as retas de area
aberta e mata (F = 18,22, P < 0,05), o que indica que 0s ovos de espécies de mata tendem a ser

maiores.
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Figura 10. Correlacéo entre (A) log do comprimento rostro-cloacal (CRC) e log do nimero de
ovocitos (N de ovocitos); (B) log do CRC e log do diametro dos ovacitos; de 4 espécies de
Physalaemus de area aberta e 4 de mata. Espécies de mata: Physalaemus atlanticus (P. atl), P.
crombiei (P. cro), P. olfersii (P. olf) e P.spiniger (P. spi). Espécies de area aberta: P. albonotatus

(P. alb), P. centralis (P. cen), P. cuvieri (P. cuv) e P. marmoratus (P. mar).

As tendéncias observadas nas analises de regressdo acima foram também detectadas nas
comparacOes entre as médias. Espécies de area aberta tiveram desovas significativamente

maiores do que espécies de mata (Mann Whitney Z(U) = 2,02; P < 0,05) (Figura 11 A). Por outro
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lado, nas espécies de mata, tanto o didmetro quanto o volume dos ovos foram significativamente
maiores do que os de espécies de area aberta (Mann Whitney Z(U) = 2,3; P < 0,05; Mann

Whitney Z (U) = 5,09; P <0,0001; respectivamente) (Figura 11 B e C).
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Figura 11. Representacdo grafica da comparacdo pelo método Mann-Whitney entre espécies de
Physalaemus de area aberta e mata. (A) médias da razdo entre o N de ovocitos/CRC e (B) médias

da razdo diametro dos ovécitos/CRC. (C) médias do volume do ovo (mm?).
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O investimento reprodutivo médio (IR), i.e., a massa investida em gbnadas em relacédo a
massa do corpo das fémeas, incluindo todas as espécies foi de 17,85 + 7,55% (N = 7), variando
de 9,46 a 32,06% (Tabela 2). Para as espécies de area aberta, a média do IR foi de 16,02 + 4,25%
(N = 4), variando de 10,59 em P. marmoratus a 20,71% em P. cuvieri. Para as espécies de mata,
com excecao de P. atlanticus, o IR médio foi de 20,3 + 11,32% (N = 3), variando de 9,46 em P.
spiniger a 32,06% em P. crombiei. O investimento reprodutivo nao foi significativamente
diferente entre estas duas categorias (area aberta e mata) (Kruskal-Wallis, H = 0,12; gl = 1; P =
0,72), porém, diferiu entre as espécies (Kruskal-Wallis, H = 59,24; gl = 5; P < 0,001) (Figura 12).
N&o houve correlacdo entre IR e CRC (Rs=-0,03; P =0,93; N =7) (Figura 9 E) eentre IR e
massa corporea (Rs=0; P =NS; N = 7). O IR de Physalaemus crombiei, uma espécie de tamanho
pequeno foi muito maior do que o esperado (32,06%), em contraste, P. marmoratus, a espécie de
maior tamanho investiu pouco em gbnadas (10,59%). A espécie que apresentou o menor IR foi P.
spiniger (9,46%) (ver Tabela 2 e Figura 9 E).

0001

-
W
=5
—
G0 - - -z n o on oo oae o oo Z-
= 2 2 7
o s £
g = S - .
= - =
: v . 53
=T — -
E 40+ = 5 W--g
20
0

1-2 1-4 1-6 2-4 2-6 35 4-5 5-6
1-3 1-5 2-3 2-5 34 36 4-6

Espécies
Figura 12. Comparacdo através do método de Student-Newman-Keuls do investimento
reprodutivo (IR) entre seis espécies de Physalaemus. 1 — P. cuvieri; 2 - P. centralis; 3 — P.

olfersii; 4 — P. albonotatus; 5 - P.spiniger; 6 - P. crombiei.
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Variacdo intra-desova no tamanho do ovo

O coeficiente de variacdo intra-desova variou de 0,12 a 0,17 entre as espécies analisadas.
Physalaemus albonotatus e P. olfersii apresentaram os maiores valores de CV, ambas com o
valor de 0,17 (ver Tabela 6 e Figura 13 A). N&o houve diferenca significativa no coeficeiente de
variacao entre espécies de area aberta e mata (Mann Whitney Z(U) = 1,41; P = 0,078). Porém na
comparacao entre entre as espéecies houve diferenca significativa no coeficiente de variacao intra-
desova (Kruskal-Wallis, H = 12,27; gl = 4; P < 0,05), onde o CV diferiu entre P. atlanticus e P.
albonotatus, (P < 0,05), P. olfersii e P.crombiei (P < 0,05), P. olfersii e P. cuvieri (P < 0,05), P.
crombiei e P. albonotatus (P < 0,01) e entre P. albonotatus e P. cuvieri (P < 0,05) (Figura 13 B).

Tabela 6. Média e desvio padrdo do coeficiente de variacdo intra-desova em espécies de

Physalaemus de mata e area aberta.

Espécies Volume de vitelo Ccv
Média  DP Variagdo  Média DP Variagdo N desovas
Area aberta
P. albonotatus 0,43 0,06 0,31-0,52 0,17 0,03 0,12-0,21 10
P. centralis — — — — — — —
P. cuvieri 0,98 0,14  0,79-1,18 0,12 0,02 0,1-0,16 5
P. marmoratus — — — — — — —
Média do grupo 0,61 0,28 0,31-1,18 0,15 0,04 0,1-0,21 15
Mata
P. crombiei 1,67 0,21 1,45-2,18 0,12 0,03 0,08-0,19 9
P. olfersii 1,32 0,21 1,11-1,56 0,17 0,03 0,1-0,2 5
P. spiniger — — — — — — —
P. atlanticus 2,001 045 1,24-2,73 0,13 0,03 0,08-0,18 9

Média do grupo 1,72 0,4 1,11-2,73 0,13 0,03 0,08-0,2 23
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Figura 13. Variacdo intra-desova no volume de vitelo em 5 espécies de Physalaemus. (A)

diagrama pontual (dot-plot) onde cada ponto representa o coeficiente de variagcdo (CV = desvio

padrdo/média do volume dos ovos) de uma desova. (B) comparacdo através do método de
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Student-Newman-Keuls do coeficiente de variacdo intra-desova entre cinco espécies de
Physalaemus. 1 - P. atlanticus (P. atl); 2 - P. olfersii (P. olf); 3 - P. crombiei (P. cro); 4 - P.
albonotatus(P. alb); 5 - P. cuvieri (P. cuv).

DISCUSSAO

Relac6es tamanho fecundidade em espécies de Physalaemus

No presente estudo, o0 CRC da fémea explicou entre 43% e 54 % da variacdo no N de
ovocitos, mas para apenas duas espécies 0s resultados foram estatisticamente significativos (P.
crombiei e P. cuvieri). A massa corporea explicou entre 0,24% e 0,59% da variacdo no N de
ovacitos, sendo que para apenas trés espécies as correlacdes foram estatisticamente significativas
(P. albonotatus, P. crombiei e P. cuvieri). O tamanho da fémea pode afetar o nimero e o
tamanho dos ovos (SALTHE e DUELLMAN, 1973; KAPLAN e SALTHE, 1979; HADDAD e
PRADO, 2005; HARTMANN et al., 2010), por isso, uma correlagdo positiva entre 0 CRCe o N
de ovacitos era esperada. Porém, a producdo de ovos pode variar consideravelmente entre fémeas
de uma mesma populacdo (PRADO e HADDAD, 2005), sendo que varios fatores podem
influenciar nesta relacdo, tais como as condi¢cbes ambientais, idade da fémea e o nimero de
desovas produzidas em uma mesma estacao reprodutiva. Por exemplo, as desovas tendem a ser
maiores na estacdo Umida em relacéo a estacdo seca (TOWNSEND e STEWART, 1994; PRADO
e UETANABARO, 2000; PRADO e HADDAD, 2005), fémeas mais velhas, em geral, produzem
desovas menores com ovos maiores em relacdo a fémeas jovens (BERVEN, 1988; GIBBONS e
McCARTHY; 1986) e a segunda desova €, em geral menor do que a primeira (HOWARD, 1978;
KLUGE, 1981; BASTOS e HADDAD, 1996; LIPS, 2001). Em um estudo das relagdes tamanho-
fecundidade de espécies do Pantanal, Prado e Haddad (2005) encontraram correlagdes positivas
entre o tamanho do corpo e o N de ovocitos para a maioria das espécies estudadas, porém, em
outro estudo, de uma comunidade de anuros da Mata Atlantica do estado de S&o Paulo, Hartmann
et al. (2010) encontraram este tipo de correlacdo apenas para 3 de 12 espécies. Devido a alta
umidade atmosférica, é possivel que fémeas de anuros que vivam em mata possam se reproduzir

varias vezes ao longo do ano, diferente daquelas de areas abertas e sazonais como o Pantanal
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(HARTMANN et al., 2010). Se a reproducdo ocorrer ao longo do ano, é possivel que estas
especies depositem poucos ovos por desova, mas se reproduzam muitas vezes durante o ano. No
presente estudo, correlacbes entre CRC ou massa corpérea com o N de ovdcitos foram
encontradas para duas espécies de area aberta (P. albonotatus e P. cuvieri) e apenas uma espécie
de mata (P. crombiei). Informacdes sobre o nimero de vezes que fémeas de anuros Neotropicais
desovam por ano sdo escassos na literatura, no entanto, pelo menos para uma espécie da Mata
Atlantica sabe-se que as fémeas podem produzir pelo menos duas desovas em intervalos de cerca
de 50 dias (BASTOS e HADDAD, 1996).

Nossas analises interespecificas mostraram que o tamanho da fémea foi positivamente
correlacionado com o namero de ovdcitos, como ja registrado em outros estudos (e.g. PRADO e
HADDAD, 2005; HARTMANN et al., 2010; POMBAL e HADDAD, 2005). O N de ovdcitos foi
fortemente correlacionado tanto com a massa corpérea quanto com o CRC. Da mesma forma, a
massa do ovario foi fortemente correlacionada tanto com o CRC (R? = 0,85) quanto com a massa
corpérea (R? = 0,81). Este resultado para a massa do ovério foi incomum, uma vez que na
maioria dos estudos, uma relacdo mais forte da massa corpérea com a massa do ovario é
encontrada (PRADO et al., 2000; RODRIGUES et al., 2004; PRADO e HADDAD, 2005), ja que
a massa corpérea fornece uma medida mais acurada do tamanho da cavidade interna da fémea
(PRADO e HADDAD, 2005).

De acordo com Salthe e Duellman (1973) dentro de um modo reprodutivo ha uma
correlagdo positiva entre o tamanho do ovo e o tamanho da fémea. Prado e Haddad (2005)
analisaram em conjunto espécies com variados modos reprodutivos no Pantanal e encontraram
esta correlagdo.Ja Perotti (1997), para uma comunidade de anuros do Chaco argentino, encontrou
esta correlagdo analisando separadamente espécies de reproducdo aquatica (modol) e espécies de
reproducdo mais terrestre (demais modos). No estudo de Pombal e Haddad (2005), em uma poca
permanente na Mata Atlantica do estado de S&o Paulo, foi encontrada correlacdo entre tamanho
do ovo e tamanho da fémea apenas para espécies com modos aquaticos ndo especializados. No
presente estudo ndo foi encontrada esta correlacdo. O fato das espécies analisadas possuirem

diferentes modos reprodutivos, com as espécies de Physalaemus do grupo signifer apresentando
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modos mais terrestres e ovos maiores (PUPIN et al., 2010), pode ter contribuido para a auséncia
de correlacgdo e esta questdo necessita ser reavaliada levando estas diferencas em consideracao.
Com excegdo de P. crombiei, ndo houve correlagdo entre o N de ovocitos e o tamanho dos
ovos para nenhuma das outras espécies analisadas, indicando auséncia de trade-off entre o
nimero e o tamanho dos ovocitos. Porém, quando as espécies foram analisadas em conjunto
houve uma correlacdo negativa entre tamanho e nimero de ovos, como esperado. Trade-offs sdo
esperados quando ha uma restricdo do tamanho do corpo em relacdo a alocacdo de energia para a
reproducdo (KAPLAN e SALTHE, 1979). Nossos resultados nas analises intraespecificas
sugerem que as espécies nao utilizaram a quantidade maxima de energia para o seu tamanho,
assim como observado por Dziminski e Alford (2005) em espécies da savana australiana. Neste
caso, outros fatores podem estar afetando o tamanho dos ovos, tais como a idade da fémea
(BERVEN, 1988; GIBBONS e McCARTHY; 1986) e fatores ambientais que irdo determinar a
abundéancia de alimento e a temperatura da fémea durante a vitelogénese (KAPLAN, 1987).

Comparacdes entre espécies de area aberta e mata

Neste estudo, as espécies de Physalaemus que se reproduzem em ambientes de area
aberta, tais como pocas temporarias, produziram desovas maiores e 0Vos menores comparadas as
espécies de ambientes mais estaveis de florestas Umidas. Coe (1974) encontrou um resultado
semelhante estudando trés espécies do género Chiromantis que habitam trés diferentes biomas na
regido da Etiopia: floresta imida, floresta seca e savana aberta. Os ovos das espécies de floresta
umida e floresta seca tiveram aproximadamente duas vezes o tamanho dos ovos da espécie de
savana aberta. Além disso, o numero de ovos depositados pela espécie de savana foi duas vezes
maior que aquele das outras espécies, um fato que pode estar relacionado a permanéncia dos
corpos d'agua, onde estas espécies produzem seus ninhos de espuma. Em florestas Umidas,
mesmo que a desova seja depositada em pogas, ha menor risco desta secar, logo, 0s ovos podem
ser maiores e podem permanecer no ninho por mais tempo, originando girinos maiores, enquanto
que pogas de area aberta ttm uma duracdo muito incerta, levando a altas mortalidades de ovos e
girinos (COE, 1974).
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As variacdes no tamanho do ovo em diferentes espécies de anfibios podem refletir
diferentes estratégias reprodutivas (KAPLAN e COOPER,1984). O fato das trés das espécies de
mata do presente estudo exibirem variacbes em seus modos reprodutivos pode ter influenciado
nas diferencas observadas no numero e tamanho dos ovos. Ovos maiores ocorreram
principalmente nas espécies que apresentam variacdo no modo reprodutivo (espécies do grupo de
P. signifer), as quais depositam ninhos de espuma na agua de pocas, mas também podem coloca-
los sobre a serapilheira umida de florestas, em ocos de madeira e em bromélias. Nessas espécies
as desovas sao menores e 0S 0V0S maiores em comparagcdo com outras espécies de Physalaemus
(PUPIN et al., 2010). Salthe e Duellman (1973) hipotetizaram que a reducdo no tamanho da
desova acompanhada do aumento no tamanho do ovo possa ter evoluido em resposta a uma
variedade de pressdes ambientais, entre elas o risco de dessecagdo dos ovos. O maior tamanho do
ovo diminui a razdo superficie/volume e, conseqlientemente, o risco de dessecacao. Porém, ovos
maiores demoram mais para se desenvolver em virtude do maior volume de vitelo que oferece
maior resisténcia a clivagem e movimentos morfogénicos, tornando-os mais suceptiveis a
predacdo e a mudancgas ambientais que podem danificar a desova. Para contornar esta situacéo, a
selecdo natural pode ter favorecido locais de deposi¢ao da desova que sd0 menos expostos a estes
riscos, tais como bromélias, troncos de madeira ocos e a serapilheira umida, levando a mudanca
no modo reprodutivo destas espécies (SALTHE e DUELLMAN, 1973). Estes ambientes, no
entanto, oferecem pouco alimento, favorecendo, mais uma vez, ovos com maiores quantidades de
vitelo, que dardo origem a girinos com maiores vantagens em casos de competicdo (BEGON et
al., 2007). No caso de espécies de area aberta, estas estdo sujeitas a uma série de riscos, tais como
dessecagdo no caso de pogas de curta duragéo, predacdo no caso de pogas de longa duragéo e
competicdo em ambos os casos (WILBUR, 1987). Nestes casos em que altos niveis de
mortalidade sdo inevitaveis € mais vantajoso produzir uma prole maior do que investir no
tamanho do filhote (CRUMP, 1984).

Pode-se observar que nas comparacgdes entre espécies de mata e area aberta, P. olfersii
ficou mais proxima das espécies de area aberta do que das espécies de mata (ver Figura 10).

Apesar de ter sido considerada em conjunto com especies que sdo restritas a ambientes
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florestados, esta espécie se reproduz em ambientes abertos, mas sempre associados a areas
florestadas (DIXO e VERDADE, 2006). Além disso, possui tamanho mais semelhante as
espécies de area aberta, o que também pode ter contribuido para o resultado observado. Ja P.
albonotatus ficou mais proxima das espécies de mata, uma vez que possui tamanho mais
semelhante ao destas espécies. Porém, apesar da semelhanca no tamanho do corpo, P.
albonotatus produz desovas maiores e ovos menores, possivelmente em resposta ao habitat
altamente sazonal onde se reproduz; em areas abertas do Pantanal e areas de Cerrado do entorno.

O investimento reprodutivo (IR) ndo diferiu significativamente entre as categorias mata e
area aberta, assim como reportado por Crump e Kaplan (1979) que compararam hilideos com
diferentes modos reprodutivos (modo 1 e modo 4). No entanto, houve uma pronunciada diferenca
no IR entre as espécies de Physalaemus aqui estudadas, variando de 9,36% a 32,06 %.. Mesmo
habitando regides florestadas e exibindo modos reprodutivos idénticos, Physalaemus crombiei foi
a espécie que mais investiu em reproducdo, enquanto P. spiniger foi a que investiu menos. Para
11 espécies de diversas familias no Pantanal, um ambiente altamente sazonal, Prado e Haddad
(2005) encontraram uma variacdo entre 55 a 18 % no IR e Cump (1974), estudando uma
comunidade de anuros em uma floresta tropical no Equador, encontrou uma variacéo de 3,1 % a
18,2 % em 23 espécies de vérias familias. Alto investimento em gbnadas € mais comum em
espécies explosivas, que se reproduzem poucas vezes durante o ano, como 0 caso de
Leptodactylus chaquensis no Pantanal (PRADO et al., 2000). Porém, este ndo € o caso de P.
crombiei, que se reproduz ao longo do ano (PUPIN et al., 2010). O alto IR desta espécie, no
entanto, poderia ser explicado pela ocorréncia de um padrdo reprodutivo intermediario, com
atividade de vocalizacdo ao longo do ano, mas com explosdes reprodutivas apds fortes chuvas.
Evidéncas desse comportamento foram observadas, em uma ocasido, em Anchieta, ES, apds uma
forte chuva, quando houve uma exploséo reprodutiva, com busca ativa por fémeas e desovas
comunais (N.C.Pupin, obs. pessoal). Nos dias seguintes a este acontecimento, 0s machos
permaneceram vocalizando, porém ndo foram observadas desovas. Ja o baixo IR de P. spiniger

poderia ser explicado pelo padrao reprodutivo prolongado e a possivel produgdo de mais de uma
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desova por estacdo reprodutiva, associados aos ambientes florestais imidos onde ela ocorre
(COSTA, 2010).

Variagéo intra-desova no tamanho do ovo

Os coeficientes de variacdo intra-desova (CV) aqui reportados sdo compativeis com 0s
valores encontrados para 15 espécies de anuros de uma area de savana na Australia (médias dos
CV’s entre 0,09 e 0,2; DZIMINSKI e ALFORD, 2005). Naquele trabalho, os autores
encontraram que espécies que desovam em tocas e que ocorrem em areas mais aridas, onde as
pocas temporarias sdo de curta duracdo, apresentaram maior CV do que espécies que desovam
em ambientes aquaticos mais estaveis. Em nossa comparacdo entre CV'’s de espécies de mata e
area aberta ndo houve diferenca significativa. Talvez, tais diferencas ndo tenham sido reveladas
nas analises por causa do reduzido nimero amostral. Uma espécie de area aberta (P. albonotatus)
e outra de mata (P. olfersii) partilharam o valor maximo de CV (0,17). O alto valor em P.
albonotatus poderia ser consequéncia da espécie se reproduzir em um ambiente altamante
sazonal e instavel, como as pocas e areas temporariamente alagadas no Pantanal (PRADO et al.,
2005). Ja P. olfersii, apesar de ser uma espécie de areas florestadas, se reproduz em pocas na
borda da mata (DIXO e VERDADE, 2006), que também sdo ambientes instaveis. Crump (1981)
comparou a varicao intra-desova entre hilideos que se reproduzem em ambientes permanentes e
temporarios e também ndo encontrou diferencas significativas entre estes grupos. Por outro lado,
se desconsiderarmos as espécies com numero amostral baixo (P. cuvieri e P. olfersii), pode-se
dizer que houve uma tendéncia da variacdo em espécies de area aberta ser maior do que em
espécies de mata. Para uma melhor avaliacdo destes parametros, seriam necessarias mais desovas
e a inclusdo de mais espécies nas analises.

Nossos resultados mostraram que, independente do ambiente de reproducdo, ndo houve
diferencas no IR médio das espécies de Physalaemus analisadas. Porém, a forma de partilha dos
recursos diferiu, com as espécies de ambiente aberto produzindo desovas maiores e 0vos
menores, enquanto que nas espécies de mata as desovas foram menores, porém 0s 0vos maiores.

Mais interessante foi encontrar que espécies filogeneticamente proximas, como P. crombiei e P.
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spiniger, restritas a areas de mata da Floresta Atlantica e com modos reprodutivos idénticos
(COSTA, 2010; PUPIN et al., 2010), podem apresentar valores tdo contrastantes de investimento
reprodutivo. Isto sugere que, apesar dos modos reprodutivos sinalizarem a presenca de um forte
componente filogenético, tanto fatores ambientais, como precipitacdo, umidade relativa do ar e
duracdo da poca, quanto ecoldgicos, como padrdo de atividade, pressdo de predacdo e
competicdo, sejam forcas importantes envolvidas na evolucdo do investimento reprodutivo e
quantidade e tamanho dos propagulos em anuros. Além de estudos incluindo outras espécies de
Physalaemus, analises comparativas filogenéticas sdo necessarias para o completo entendimento

da evolucdo das estratégias reprodutivas neste género Neotropical.
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CONCLUSOES

Physalaemus crombiei exibe o modo de reproducéo tipico do género (modo 11), mas
também pode exibir modos reprodutivos alternativos (modos 14 e 28), assim como outras
espeécies do grupo de P. signifer que foram estudadas quanto a reproducéo.

Apesar de P. crombiei produzir menor nimero de ovos em relacdo & maioria das espécies
do género, seu esforco reprodutivo foi alto. Este alto investimento em reprodugédo pode
estar relacionado a caracteristicas ecologicas ou condi¢cGes ambientais, tais como duracao
do periodo reprodutivo, nimero de eventos reprodutivos, pressao de predacdo em ovos e
girinos, local onde a desova é depositada e disponibilidade de presas.

Os ovos de espécies que depositam ninhos de espuma terrestres (grupo de P. signifer) séo
maiores e em menor numero do que das demais espécies de Physalaemus que depositam
ninhos de espuma aquaticos. Este trade-off entre nimero e tamanho dos ovos em epécies
do grupo signifer, pode ser devido a tendéncia a terrestrialidade na reproducdo destas
espécies. Aparentemente, modos mais terrestres requerem maior quantidade de vitelo para
0 desenvolvimento, mantendo os embrides até a desova ser carreada para pocas
temporarias onde os girinos irdo se alimentar e completar o seu desenvolvimento.

A evolucdo dos modos reprodutivos mais terrestres em Physalaemus crombiei pode ter
sido favorecida pela alta umidade do ar e do solo da Floresta Atlantica e pela presenca de
um ninho de espuma protegendo os ovos e larvas da dessecacéo.

Em espécies pequenas, o tamanho da desova ja € pequeno, logo a selecéo ira favorecer um
pequeno aumento no tamanho do ovo. Esta tendéncia, aliada a alta umidade atmosférica e
precipitacdo da Mata Atlantica, podem ter favorecido a evolugdo de modos reprodutivos
mais terrestres nas espéecies do grupo signifer.

Quanto as relagdes tamanho-fecundidade interespecificas, houve correlagdo entre 0 CRC
e a massa corporea da fémea com a massa do ovario e o0 nimero de ovocitos em espécies
de Physalaemus.

O investimento reprodutivo (IR), medido como a porcentagem da massa do ovario
relativa a massa do corpo das fémeas, variou de 9,46 a 32,06% em 7 espécies analisadas.
N&o houve diferenca em IR entre espécies de mata e area aberta, porém o IR diferiu
bastante entre as espécies.
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Uma correlacdo negativa (trade-off) entre 0o nimero e o tamanho dos ovocitos foi
observada entre as espécies.

O coeficiente de variagdo intra-desova variou de 0,12 a 0,17, ndo havendo diferenca
significativa no coeficeiente de variacdo entre espécies de area aberta e mata. Porém,
houve diferenca significativa entre as espécies.O alto valor em P. albonotatus poderia ser
consequéncia da espécie se reproduzir em um ambiente altamante sazonal e instavel como
0 pantanal. Ja P. olfersii, apesar de ser uma espécie de areas florestadas, se reproduz em
pocas fora da mata que também sdo ambientes instaveis.

As variacOes nas estratégias reprodutivas observadas para as espécies de Physalaemus
aqui estudadas, principalmente em relacdo a fecundidade e ao tamanho dos ovos, parecem
estar relacionadas aos padrdes de atividade, modos reprodutivos, ou as diferentes
condig¢Bes ambientais por elas enfrentadas.

Além de estudos incluindo outras espécies de Physalaemus, andlises comparativas
filogenéticas sdo necessarias para o completo entendimento da evolugdo das estratégias
reprodutivas neste género.
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