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RESUMEN

Melanophryniscus montevidensis (Amphibia, Anura, Bufonidae) es una especie de
distribucidn restringida a la costa de Uruguay (solo se conocen unos pocos registros en el
sur de Brasil) que se encuentra amenazada local y globalmente. El objetivo general de esta
tesis es aportar informacion acerca de aspectos de la Historia Natural de esta especie
como la reproduccién, los patrones de movimientos y el uso del microhabitat
reproductivo en La Barra de la Laguna de Rocha, (BLR) Uruguay. Para ello, se realizaron
salidas mensuales entre marzo 2012 y febrero 2013 al drea de estudio. En el capitulo 1, se
analizaron aspectos vinculados con la reproduccion de la especie a partir de la
observacion de machos, hembras y parejas en amplexo durante distintos eventos
reproductivos en dos charcos temporales. En el capitulo 2, se describié el microhabitat
reproductivo y el uso del mismo que realizan los individuos. Se registraron variables
relacionadas con los cuerpos de agua (CDA) y la vegetacién del lugar, y pardmetros
vinculados con el uso del sitio por parte de los anfibios (por ejemplo: distancia al borde del
charco, profundidad del agua y uso de la vegetacién). Se observaron los comportamientos
exhibidos por machos, hembras y parejas en amplexo durante la reproduccién. En el
capitulo 3, se estudiaron los movimientos de los individuos entre cinco sitios en la BLR,
utilizando la fotoidentificacidn (Fl) asistida por software para el reconocimiento individual.
Esta técnica no invasiva, consiste en registrar fotograficamente patrones de disefio-
coloracién unicos para cada animal. También se analizé la razén de sexos en la poblacién y
se explord la correlacion entre la actividad de los individuos y las variables climaticas. La Fl
resultd ser una herramienta Gtil para individualizar ejemplares de M. montevidensis. La
distancia recorrida por los individuos se relacioné con la humedad climatica y con el
tamafio corporal. Los resultados refuerzan la idea de que la especie presenta
reproduccién explosiva. Esta actividad esta asociada con las lluvias, y tiene lugar en CDA
temporales poco profundos, con abundante vegetacién hidréfila (utilizada tanto para
sujecion durante la vocalizacién y el amplexo, como para el soporte de los huevos). Los
individuos se encontraron con mayor frecuencia en zonas proximas al borde del charco
con vegetacion mads densa. Las vocalizaciones se extendieron a altas horas de la noche.
Los machos fueron mas abundantes que las hembras, y recurrieron a tacticas activas para
obtener pareja como la busqueda de hembras y el desplazamiento de machos en
amplexo. Machos vocalizadores estuvieron mas cerca del borde del charco y presentaron
una mejor condicion corporal en relacion con los no vocalizadores. La especie presenta
dimorfismo sexual, con hembras mas grandes y pesadas que los machos. No se encontro
asociacién entre el tamafio de la hembra y la fecundidad o el tamafio de los huevos. Esto
concuerda con su dindmica reproductiva, ya que las hembras deben estar preparadas todo
el afo para reproducirse siendo mas ventajoso invertir energia en la reproduccion en lugar
de priorizar el crecimiento. Los resultados revelarian una cierta fidelidad de sitio
(reproductivo y de refugio). Dado que aun no se ha definido el Plan de Manejo para el
Paisaje Protegido Laguna de Rocha, el conocimiento de los movimientos, patrones de
actividad reproductiva y uso de los microhdbitats de reproduccion de M. montevidensis
derivados de esta Tesis, podrian ser clave para proponer estrategias de conservacion in
situ adecuadas y eficientes.



ABSTRACT

Melanophryniscus montevidensis (Amphibia, Anura, Bufonidae) is a species whose
geographical distribution is restricted to the Uruguayan coasts (only a few records are
known in southern Brazil). This species is locally and globally threatened. The aim of this
thesis is to provide natural history information of this species, such as breeding pattern,
movements and the use of reproductive microhabitat in Barra de la Laguna de Rocha
(BLR), Uruguay. For this, monthly field trips were carried out between march 2012 and
february 2013. In the first chapter reproductive traits of the species were analyzed, based
on the temporal observation of males, females and amplectant pairs during breeding
events in two temporal ponds. The second chapter describes the breeding microhabitat
and the microhabitat use of the specimens. Variables of the water bodies and their
vegetation were recorded, as much as those related with the site use of the specimens
(e.g.: distance to the edge of the pond, water depth and vegetation use). The behavior
exhibited by individuals and amplectant pairs during the breeding events were also
recorded. In the third chapter, movement of the individuals was studies between five
zones within BLR, using the photoidentification (Pl), supported by computer software, for
individual recognition. This non invasive technique consists in the photographic recording
of the unique color-design pattern of every individual. The sex-ratio of the population and
the correlation between the weather conditions and the activity patterns were also
analyzed. Pl techniques demonstrated to be useful tools for individual identification of M.
montevidensis specimens. The travelled distance was associated to the humidity and body
size. The results of this study reinforce the idea that the species is an explosive breeder.
This activity is associated to rainfalls and occurs in shallow temporary water bodies with
abundant hydrophilic vegetation. This vegetation is used both for subjection during
vocalization and amplexus, as for attach egg-masses. Individuals were more frequently
found in areas near the border of the pond with more dense vegetation. The vocalization
activity extended up to late at night. Males were always more abundant than females.
They tended to adopt alternative tactics to find couples, such as active search of females
and aggressive behaviour of male displacing. The calling males were found closer to the
border of the pond and show better body condition than the non calling males. This
species shows sexual dimorphism, being females larger and heavier than males. No
association was found between female size and fecundity or eggs size. This is consistent
with the explosive breeding dynamics, as females must be prepared all year long for
breeding, instead of prioritizing growth. The results would reveal the fidelity of the
animals to breeding and refuge sites. Since the Management Plan of the Protected Area
“Paisaje Protegido Laguna de Rocha” has not yet been defined, knowledge about
movements, breeding patterns, microhabitat use during reproduction of M. montevidensis
provided by this thesis, could be key information to propose suitable and efficient in situ
conservation measures for this species.
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INTRODUCCION GENERAL

Los anfibios son vertebrados tetrdpodos pertenecientes a la Clase Amphibia
(Phyllum: Chordata). ElI término “anfibio” significa doble (Amphi) vida (Bios) y hace
referencia al ciclo de vida bifasico (parte en aguay parte en tierra), que presentan muchos
de los miembros de este grupo (Stebbins & Cohen, 2005). Esto se debe a que la mayoria
de las especies poseen larvas acudticas (respiracidon branquial, carencia de miembros
locomotores), mientras que los adultos generalmente son terrestres (respiracién
pulmonar, miembros anteriores y posteriores desarrollados) (Wells, 2007). Esta transicién
se da a través del proceso de Metamorfosis, donde las larvas sufren una serie de cambios
que involucran transformaciones estructurales, fisioldgicas, bioquimicas y
comportamentales, completando asi su desarrollo para dar lugar a un individuo juvenil de
aspecto similar al adulto (Stebbins & Cohen, 2005).

Todos los anfibios vivientes se encuentran agrupados en tres dérdenes: Anura
(ranas y sapos), Urodela (salamandras, tritones y axolotes) y Gymnophiona (cecilias). Estos
tres grupos descienden de un grupo de tetrdpodos que aparecié por primera vez en el
periodo Devénico hace unos 400 m.a (Wells, 2007). En la actualidad existen 7189 especies
conocidas (Frost, 2014). Este nimero ha crecido enormemente en los ultimos afios, desde
1985 se ha incrementado en mas de un 60% (Stuart et al., 2008). El orden Anura es el mas
diverso con 6319 especies conocidas; seguido de Urodela, con 671 especies y finalmente
Gymnophiona con 199 especies (Frost, 2014). Los anuros en la etapa adulta presentan
miembros locomotores desarrollados y carecen de cola. Los Urodelos también presentan
al menos un par de miembros en estado adulto pero tienen cola. A diferencia de los
anteriores, las cecilias carecen de miembros locomotores y se encuentran adaptadas a la
vida fosorial (Duellman & Trueb, 1994).

A pesar de las diferencias morfolégicas entre los grupos, todos los anfibios
comparten determinadas caracteristicas fisioldgicas que en conjunto los separan de otros
vertebrados terrestres. Son animales ectodermos, cuya temperatura corporal depende de
la del medio ya que no poseen mecanismos fisioldgicos para regularla. En consecuencia,
tienen tasas metabdlicas mucho mas bajas que aves y mamiferos endotérmicos. Otra de

las caracteristicas distintivas de este grupo es la presencia de una piel delgada y desnuda,
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altamente permeable que les impide vivir en agua salada o estar activos en ambientes
muy secos, pero permite el intercambio gaseoso (a mayor grado que cualquier otro
vertebrado) y cumple un rol importante en el mantenimiento de una temperatura
corporal constante (Wells, 2007). Finalmente, cabe destacar que la mayoria de los anfibios
son dependientes del agua para la actividad reproductiva ya que presentan huevos
“anamniotas”. Estos carecen de anexos embrionarios que impidan su desecacidn, y en
consecuencia deben ser depositados en sitios himedos o en cuerpos de agua (Stebbins &

Cohen, 2005; Wells, 2007).

Crisis Global de la Biodiversidad: la situacion de los anfibios

Actualmente, los anfibios (especialmente los anuros) constituyen el grupo
zoolégico con mas problemas de conservacidon a nivel mundial, experimentando una
disminucion global masiva en sus poblaciones (Stuart et al., 2004, 2008; Collins & Crump,
2009). Este evento forma parte de la “Crisis Global de la Biodiversidad” la cual se ve
reflejada en la rdpida y acelerada pérdida de especies y hdabitats a nivel global. La
magnitud de esta crisis es tan grande que podria eventualmente superar algunas de las
grandes extinciones masivas ocurridas en el pasado (Collins & Crump, 2009). La Unidn
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN) en su ultima actualizacion de
las Listas Rojas de las especies amenazadas realizada en julio 2013, plantea que de 6411
spp de anfibios evaluadas, 36 estarian extintas (2 en estado salvaje), 519 en peligro critico,
773 en peligro y 656 serian vulnerables, conformando un total de 1948 spp amenazadas
(IUCN, 2013). Considerando estas cifras, este seria el grupo con mayor frecuencia de
especies comprometidas (30%), seguido por los mamiferos con un 20% y las aves con un
13% (IUCN, 2014). En nuestro continente, esta situacién es preocupante ya que alberga el
50% de la diversidad mundial de anfibios (de S4, 2005). Entre las principales amenazas
podemos encontrar: cambio en el uso del suelo, sobreexplotacién comercial, especies
introducidas, contaminantes ambientales, cambio climatico global y enfermedades
infecciosas emergentes (Stuart et al., 2008; Collins & Crump, 2009). Los anfibios como
grupo son especialmente vulnerables a causa de varias de sus caracteristicas; entre éstas

se destacan: su tamafio relativamente pequefo, su fisiologia ectotérmica, su piel
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permeable (permite la entrada de diversos agentes quimicos o bioldgicos) y su
dependencia de habitats acuaticos o humedos (Wells, 2007).

De las 48 especies autdctonas de anfibios del Uruguay, 13 se encuentran en alguna
categoria de amenaza (1 vulnerable, 5 en peligro, 7 en peligro critico) (Maneyro &
Carreira, 2012). Las posibles causas que afectan el estado de conservacion de los anfibios
en Uruguay varian de acuerdo a la especie y a la localidad, y son principalmente: la
creciente urbanizacion (sobre todo costera), destruccién y fragmentacion del habitat,
contaminacién ambiental y quitridiomicosis, entre otras (Canavero et al., 2010). Esta
enfermedad causada por el hongo Batrachochytrium dendrobatidis fue descripta por
primera vez en Uruguay para Lithobates catesbeianus (Mazzoni et al., 2003); luego se
detectd en larvas silvestres de especies autdctonas (Borteiro et al., 2009), y recientemente

en adultos silvestres de Pleurodema bibroni (Anura: Leiuperidae) (Bardier et al., 2011).

Fauna de Anfibios de Uruguay. El género Melanophryniscus Gallardo 1961 vy
Melanophryniscus montevidensis.

En Uruguay actualmente hay descritas 49 especies de anfibios. El orden
Gymnophiona estd representado por una Unica especie perteneciente a la familia
Caecilidae (Chthonerpeton indistinctum) (Maneyro & Carreira, 2012). El orden Anura se
encuentra representado en el pais por 8 familias: Alsodidae (1 género, 1 sp); Bufonidae (2
géneros, 11 spp); Ceratophryidae (1 género, 1 sp); Hylidae (7 géneros, 16 spp);
Leptodactylidae (4 géneros, 15 spp); Microhylidae (1 género, 1 sp); Odontophrynidae (1
género, 2 spp) y la introducida Ranidae (1 género, 1sp) (Frost, 2014). Esta ultima familia
esta representada por la especie Lithobates catesbeianus, mejor conocida como “Rana
toro”, una especie exotica invasora originaria de América del Norte (Maneyro & Carreira,
2012). En Uruguay no existen representantes silvestres del orden Urodela.

El género Melanophryniscus pertenece a la familia Bufonidae y en la actualidad
estd compuesto por 26 especies (Frost, 2014) distribuidas en el sur de Brasil, sur de
Bolivia, Paraguay, Uruguay, y en el centro y norte de Argentina (Maneyro et al., 2008). Se
trata de un género basal, siendo uno de los mas antiguos de la familia Bufonidae (Pramuk

et al., 2008). En Uruguay esta representado por seis especies que se dividen dentro de
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tres grupos en base a la morfologia externa: grupo de M. stelzneri (compuesto por M.
montevidensis y M. atroluteus); grupo de M. moreirae (compuesto por M. langoneiy M.
sanmartini) y finalmente el grupo de M. tumifrons (compuesto por M. devincenzii y M.
pachyrhynus) (Maneyro & Kwet, 2008). Dos de ellas se encuentran amenazadas (En
Peligro (EN)) a nivel local: M. devincenzii y M. montevidensis. Por otra parte, M. sanmartini
se encuentra casi amenazada (NT), M. pachyrhynus es insuficientemente conocida (DD),
M. langonei no ha sido evaluada (NE) y M. atroluteus no se encuentra en peligro (LC)
(Maneyro & Carreira, 2012). Adicionalmente, tres de estas especies estdn catalogadas
como amenazadas a nivel mundial: M. devincenzii (EN) (Lavilla et al., 2004), M. langonei
(Criticamente Amenazado (CR)) (Maneyro & Angulo, 2009) y M. montevidensis (Vulnerable
(VU)) (Langone, 2004). Recientemente, M. montevidensis ha sido considerada como una
especie prioritaria para la conservacion en Uruguay (Arrieta et al., 2013). En general, los
miembros del género Melanophryniscus presentan una coloracion llamativa (dorso negro
o marrdén oscuro, vientre manchado de rojo amarillo o naranja) (Langone, 2002); pequefio
tamafio (<30mm); actividad principalmente diurna; son reproductores estacionales y no
estacionales (Van Sluys & Guido-Castro, 2011) y poseen un rapido proceso de
metamorfosis (Langone, 2002). Cuando se ven amenazados realizan un comportamiento
defensivo llamado “Unkenreflex”, el cual consiste en mostrar a los predadores Ia
coloracion conspicua del vientre, las palmas de las manos y la planta de los pies (Toledo &
Haddad, 2009); también se destaca la presencia de alcaloides tdxicos en su piel (Mebs et
al., 2005).

Melanophryniscus montevidensis (Philippi, 1902), conocido como “Sapito de
Darwin”, se distribuye en la costa Atlantica de Uruguay y una pequefia parte de la costa
sureste de Brasil (Toranza & Maneyro, 2013) (Fig. 1). Habita principalmente zonas
arenosas costeras y se asocia a cuerpos de agua estacionales y temporales (Maneyro &
Carreira, 2012). Es un animal diurno, con reproduccién del tipo explosiva, la cual se
encuentra asociada a fuertes precipitaciones y ocurre en charcos temporarios poco
profundos, donde se desarrollan posteriormente las larvas (Langone, 2002, 2004). La larva
fue descripta por Garrido (1989), destacandose la presencia de queratodontes simples

bien desarrollados con extremos romos, y una formula dentaria 2/3 durante todo el
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proceso de metamorfosis. Los posmetamorfos dorsalmente presentan una coloracién
negra con manchas amarillas y ventralmente son negros, con manchas rojas y amarillas
(Achaval & Olmos, 2007) (Fig. 2). Las palmas de las manos y las plantas de los pies son de
color rojo (Fig. 2). Se alimentan basicamente de hormigas, pero también consumen
termites, pulgones, colémbolos y pequefos grillos (Mebs et al., 2005; Achaval & Olmos,
2007). Cuando se ven amenazados exhiben el comportamiento de “Unkenreflex” (Fig. 2) y
también poseen secreciones cutdneas con distintos tipos de alcaloides como
pumiliotoxinas e hidroquinonas (Mebs et al., 2005). En los ultimos 15 afios la franja
costera que va desde el Arroyo Carrasco hacia el este ha experimentado un rapido
proceso de urbanizacion provocando la desaparicion de M. montevidensis de lugares

donde hace unos afios era muy comun encontrarla (Maneyro & Langone, 2001).

4 Rosério 3 § e ] 1
/ do Sul 7. ~ S@oSepe Cachoeira Porto Alegre
¢ v o S&o Gabriel do Sul ;
Monte Artigas < Cagapava %
Caseros do Sul
az Chajari /
g Rivera 3 Camaqua
0 Dom Pedrito
Bagé Séo Lourengo
S%Ito 19e Cangugu 908Ul
Tacuarembo Pelotas
Villaguay § 0
Rio Grande
o
Paysgandu Mglo
Concepcion
del Uruguay
Uruguay
Gualeguaycha
3 ot Treinta
sualeguay :Fray Bentos y Tres
Mercedes Durgzno Santa Vitoria
do Palmar.
\_Zarate
N
“y Campaiia ;
/ San José Minas
/. Buenos sy g Rocha
San Miguel /’Al‘r)es Santa Lucla :

Lomas de’ “nauilmes San Carlos

100 KM ™7 2 mara ] s Montevideo
50 mi A B o o Maldonado

FIGURA 1. Distribucion de Melanophryniscus montevidensis. Imagen extraida y modificada de
AmphibiaWeb, 2014 (http://amphibiaweb.org/).

15


http://amphibiaweb.org/

FIGURA 2. Individuo de Melanophryniscus montevidensis exhibiendo el comportamiento defensivo de
“Unkenreflex”. Se puede apreciar la coloracion general negra, algunas de las manchas amarillas del vientre y
dorso y las palmas de las manos y pies de color rojo.

Marco tedrico

La condicién ectotérmica y la piel permeable de los anfibios, determinan la
existencia de una fuerte relacion entre las variables ambientales y su biologia (Guimaraes
et al., 2011; Van Sluys & Guido-Castro, 2011). En consecuencia los patrones de actividad
reproductiva son continuos en climas no estacionales tropicales, y ciclicos en regiones
tropicales y templadas que tienen algun tipo de estacionalidad (Camargo et al., 2005;
Rodrigues et al., 2005). El aumento de la temperatura en regiones templadas estimula la
gametogénesis y regula la duracién de la estacidn reproductiva (Jgrgensen, 1986)
mientras que la precipitacién podria accionar el inicio del evento reproductivo (Stebbins &
Cohen, 1995). No obstante, existen factores intrinsecos (por ej: ritmos internos, cambios
ontogénicos) que también intervienen en la reproduccién (Both et al., 2008). La
investigacion de estos patrones de actividad es una herramienta basica en la comprensién
de las estrategias reproductivas adoptadas por los anuros.

Wells (1977) reconoce dos estrategias reproductivas temporales en base a la
extension del periodo de actividad: explosiva (horas o dias) y prolongada (varias semanas
o meses). En especies con reproduccion prolongada, las hembras llegan asincréonicamente
al sitio reproductivo y existe una seleccion positiva hacia determinado tipo de machos. En
especies explosivas ocurre un arribo sincrénico de ambos sexos al cuerpo de agua donde
se produce el evento reproductivo y se da la formacion de coros (Wells, 1977). El alto
grado de sincronia tiende a generar densas congregaciones en los sitios reproductivos, y

se espera que la competencia entre los machos para acceder a las hembras sea mas
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importante que el potencial de eleccidon por parte de las mismas (Cairo et al., 2013). Los
patrones temporales antes descritos influyen en las tacticas comportamentales de
obtencién de pareja adoptadas por la poblacidn. Los machos de las especies con dindmica
reproductiva explosiva generalmente utilizan estrategias alternativas de “macho
desplazador” (un macho intenta expulsar a otro macho que se encuentra en amplexo para
robarle a la hembra), y de “busqueda activa de hembras” (machos dejan de vocalizar y se
comienza a mover por el ambiente buscando activamente hembras gravidas) (Pombal &
Haddad, 2005). Por otra parte, los que exhiben reproduccién prolongada optan por la
estrategia de “macho satélite”, donde un macho que no vocaliza se asocia a otro
vocalizador, para interceptar o robarle a las hembras que se aproximan a él, o
simplemente para esperar que deje libre el territorio (Pombal & Haddad, 2005).

Las vocalizaciones y los mecanismos de obtencién de pareja, son actividades que
implican un alto costo energético para los machos (Wells, 2007). En hembras, el costo de
la actividad reproductiva se puede medir a partir de la Inversidn reproductiva, resultado
de la combinacién entre el numero de puestas y la inversidon en cada huevo (Pupin et al.,
2010). Esta inversién es afectada por las condiciones de las hembras, particularmente por
la cantidad de energia almacenada en cuerpos grasos (CG) (Castellano et al., 2004).
Trabajos previos han reportado una relacién inversa entre la abundancia de los CG y el
desarrollo gonadal, sugiriendo que estas estructuras son fuente de energia usada para la
reproduccién (Diaz-Paéz & Ortiz, 2001; Pereira & Maneyro, 2012). Diversos estudios
encontraron que independientemente del patrén reproductivo, en hembras generalmente
existe una correlacion positiva entre el nUmero de oocitos y el tamafio corporal (Rodrigues
et al., 2003; 2004, Camargo et al., 2005, 2008; Maneyro et al., 2008; Pereira & Maneyro,
2012), por lo cual las mas grandes tendrian mayor fitness (Prado & Haddad, 2005). Esta
relacion, es uno de los factores propuestos para entender el dimorfismo sexual en el
tamafio a favor de las hembras que ocurre en el 90% de las especies de anuros (Shine,
1979). La seleccidn sexual es otra de las principales causas sugeridas para explicar este
fenomeno (Woolbright, 1983); no obstante aspectos demograficos como por ejemplo

diferencias en la estructura de edades entre los sexos en la poblacién reproductiva,
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pueden ser muy importantes (Monnet & Cherry, 2002; Gramapurohit et al., 2004; Vargas-
Salinas, 2006).

Es importante conocer el uso de sitios reproductivos por los anuros para su gestion
y conservacion. Varios estudios han reportado que la presencia y abundancia de anuros en
los lugares de reproduccién depende fuertemente de un conjunto de caracteristicas
abidticas y bidticas (Lemckert & Mahony, 2010). Dentro del primer grupo se encuentran la
profundidad, temperatura y calidad del agua, el hidroperiodo, el tamafio de los cuerpos de
agua, la cantidad de vegetacion emergente y el tipo/grado de cobertura vegetal en el
suelo circundante. La cantidad de vegetacion en los sitios reproductivos puede generar
microhabitats complejos dentro de los charcos que podrian proporcionar refugios para las
larvas y metamorfos frente a peces y otros posibles depredadores, asi como alimento para
las larvas (Lane et al., 2007; Pereyra et al., 2011). En este sentido, Kopp et al., 2006
encontraron un aumento de la supervivencia de las larvas en microhdbitats con
vegetacion, lo cual atribuyeron a una disminucién en la eficacia de los depredadores en la
busqueda y captura de las larvas en estos microhdbitats. Adicionalmente en
Melanophryniscus stelzneri la proporciéon de la vegetacion que cubre la superficie del
espejo de agua y la que rodea el charco se correlacioné positivamente con el uso del sitio
reproductivo, lo que demuestra que estos animales prefieren los sitios de desove con
densa vegetacién en el interior del cuerpo de agua (Pereyra et al., 2011). Finalmente,
entre los principales factores bidticos influyentes se distinguen la presencia de
depredadores y competidores (Lane et al., 2007; Pereyra et al., 2011).

A pesar de que recursos importantes del habitat para los anfibios, como los sitios
de reproduccidon o alimentacién, estdn separados en espacio y tiempo, éstos no son
animales muy végiles en comparacién con algunos vertebrados terrestres (Sinsch, 1988).
En general, presentan un patrén de movimiento tipico con muchos movimientos cortos y
pocos largos (Wells & Wells, 1976), una baja capacidad de dispersion y una alta fidelidad
de sitio (Smith & Green, 2005; Caldwel & Shepard, 2007). A causa de sus restricciones
fisiolégicas, los movimientos son mayores durante los dias lluviosos o humedos (Husté et
al., 2006) y usualmente se producen de noche, cuando la humedad es mas alta (Vitt &

Caldwell, 2009; Santos & Grant, 2011). Durante el dia se refugian en lugares sombreados y
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humedos evitando las temperaturas extremas (Tozetti & Toledo, 2005; Yu et al., 2010).
Por otra parte, dentro de una especie, grandes tamafios corporales permiten mayores
distancias de movimiento (Lemckert, 2004; Tozetti & Toledo, 2005). Esto se debe a que
individuos mas pequefios tienen menor capacidad locomotora y son propensos a perder el
agua mas rapidamente, por lo tanto, recorren distancias mas cortas (Semlitsch, 2008). Las
distancias recorridas también pueden variar en funciéon de las estaciones del afo, las
estrategias de forrajeo, la edad y el sexo de los individuos (Tozetti & Toledo, 2005).
Posiblemente los movimientos de los anfibios mas comunmente reconocidos son las
migraciones estacionales hacia y desde sitios reproductivos (Semlitsch, 2008). Estos
desplazamientos rara vez exceden unos pocos cientos de metros, no obstante, algunas
especies pueden recorrer grandes distancias desde el lugar de refugio hasta su sitio de

reproduccion (Stuart at al., 2008).

Presentacion de la Tesis

La presente tesis de Maestria se titula: “Biologia reproductiva, movimientos y uso
de microhabitat en Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae) de Uruguay”; y
se encuentra estructurada en tres capitulos. El objetivo general de la misma es obtener
informacién acerca de aspectos de la Historia Natural de M. montevidensis como la
biologia reproductiva, los patrones de movimientos y el uso del microhabitat de
vocalizacion, amplexo y desove en La Barra de la Laguna de Rocha, Uruguay. Este lugar
forma parte del Paisaje Protegido Laguna de Rocha del Sistema Nacional de Areas
Protegidas. Como se menciond anteriormente la especie se encuentra amenazada en el
Uruguay y la sola inclusion dentro del area protegida no asegura su conservacion, sino que
se requiere de la aplicacion de medidas especificas para lograr una estabilidad
poblacional. Dado que aun no se ha definido el Plan de Manejo para el Paisaje Protegido
Laguna de Rocha, el conocimiento de los patrones de actividad reproductiva, uso de los
microhdbitats de reproduccién y movimientos de M. montevidensis derivados de esta
Tesis, podrian contribuir en la elaboracién e implementacién de estrategias concretas de

conservacion para la especie en el drea.
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En el capitulo 1: “Patrones de actividad reproductiva en una poblacion uruguaya
de Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae)”, se analizan diversos aspectos
vinculados con la reproduccién de esta especie a partir de la observacién de machos,
hembras y parejas en amplexo en cuerpos de agua temporales seleccionados en La Barra
de la Laguna de Rocha, durante distintos eventos reproductivos. En el capitulo 2:
“Caracterizacion y uso del microhdbitat reproductivo en Melanophryniscus
montevidensis (Anura: Bufonidae) en la Barra de la Laguna de Rocha, Uruguay”, se
describe el microhabitat reproductivo y el uso del mismo que realizan los individuos de la
especie. Para ello se registraron variables relacionadas con los cuerpos de agua y la
vegetacién del lugar, y parametros vinculados con el uso del cuerpo de agua por parte de
los anfibios (por ejemplo: distancia al borde del charco, profundidad del agua, uso de la
vegetaciéon sumergida y emergente, etc). También se estudiaron los principales
comportamientos exhibidos por los machos, hembras y parejas en amplexo durante la
actividad reproductiva. En el capitulo 3 titulado: “Analisis de los movimientos en una
poblacion uruguaya de Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae) utilizando

I"

la fotoidentificacion para el reconocimiento individual”, se estudian los movimientos de
los individuos de la especie a lo largo de un afio, entre cinco sitios seleccionados en la
Barra de la Laguna de Rocha, utilizando la fotoidentificacion asistida por software (a partir
del patron de coloracidon ventral de cada animal) para el reconocimiento individual.
Adicionalmente se analiza la proporcién de sexos en la poblacién y se estudia la
correlacién entre la actividad de los individuos y las variables climaticas. En la seccidn
CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS se resumen las principales conclusiones derivadas de
esta tesis y las perspectivas de trabajo. Por Ultimo se encuentran tres anexos. En el Anexo
1 se presenta una descripcién completa del area de estudio; en el Anexo 2 se encuentran
imagenes de los sitios de muestreo seleccionados y por Ultimo en el Anexo 3 se adjunta el
articulo titulado: “Validez de la técnica de fotoidentificacion con marcas naturales en

Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae)”, el que sera sometido a la revista

Phyllomedusa.
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CAPITULO 1. “Patrones de actividad reproductiva en una poblacién uruguaya de

Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae)”
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INTRODUCCION

Las caracteristicas fisiologicas particulares de los anfibios (ver Introduccion
General), determinan la existencia de una fuerte relacidn entre las variables ambientales y
su biologia (Guimardes et al., 2011). Los factores climaticos juegan un rol clave en los
patrones de actividad y reproduccién en estos animales (Duellman & Trueb, 1994; Saenz
et al., 2006). En este sentido, en las regiones tropicales los anuros tienden a exhibir ciclos
reproductivos continuos, pero se reproducen en la temporada donde los niveles de
precipitacién propician sitios de oviposicién adecuados (Toledo et al., 2003; Avila &
Ferreira, 2004; Prado & Haddad, 2005). En cambio, en zonas templadas, la actividad
reproductiva depende tanto de la temperatura como de las precipitaciones, siendo
generalmente ciclica (Camargo et al., 2005; Rodrigues et al., 2005; Canavero et al., 2008).
Este patrdon estacional es evidente en el ciclo anual de las génadas, con alternancia entre
periodos de actividad y reposo (Jgrgensen, 1992). La existencia de variacion mensual en la
longitud hocico-cloaca en poblaciones de anuros de zonas templadas también seria un
indicador de variacidon estacional en la actividad reproductiva (Camargo et al., 2005;
Pereira & Maneyro, 2012). Cabe destacar que existen factores intrinsecos (por ej: ritmos
internos) que también intervienen en la reproduccién (Both et al., 2008).

Adicionalmente, en anuros se reconocen dos patrones temporales de
comportamiento reproductivo en base a la extensidn del periodo de actividad: explosivo
(horas o dias) y prolongado (varias semanas o meses) (Wells, 1977; Wells, 2007). En
especies con reproduccidn prolongada, las hembras llegan asincrénicamente al sitio
reproductivo y existe una seleccién positiva hacia determinado tipo de machos. En
especies con reproduccion explosiva los machos vocalizan en coros que probablemente
anuncian la posicidon de los sitios reproductivos a las hembras que arriban de manera
sincrénica a los mismos (Wells, 1977). Las agregaciones de reproductores explosivos son
con frecuencia muy densas y los machos comiUnmente superan a las hembras durante
todo el periodo de reproduccion (Wells, 1977; 2007). En consecuencia se espera que la
competencia entre los machos para acceder a las hembras sea mas importante que el
potencial de eleccién por parte de las mismas (Wells, 1977; 2007; Cairo et al., 2013). Este

tipo de reproduccidn es caracteristico de especies que se reproducen en charcos
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temporales u otros habitats efimeros (Wells, 1977) y ha sido bien estudiado en algunas
familias de anuros como Bufonidae, Hylidae, Microhylidae y Ranidae (lzzo et al., 2013).
Diversos factores como la formacién de charcos, cantidad de precipitaciéon, competencia
entre larvas, abundancia de depredadores en sitios reproductivos, edad de la primera
reproduccion y frecuencia de reproduccion de cada hembra podrian haber conducido a la
evolucién de la estrategia reproductiva explosiva (lzzo et al., 2013).

La inversién reproductiva (IR) es la proporcidn de recursos que invierte un
organismo en la reproduccion durante un periodo definido (Gadgil & Bossert, 1970). La
distribucién de los recursos para la actividad reproductiva en un ano puede afectar a la
cantidad de energia disponible para el crecimiento, supervivencia o reproduccion futura
(Quiroga & Sanabria, 2012), por lo tanto debe haber un equilibrio en la asignacién de los
recursos energéticos entre estas actividades (Castellano et al., 2004). Una forma de medir
el gasto de energia en la reproduccion, es estimando la IR a través de proporciones como
masa de la génada relativa a la masa corporal o volumen de la puesta relativo al volumen
corporal (Rodrigues et al., 2005). En hembras de anuros que no presentan cuidado
parental, los recursos son invertidos en la produccion de oocitos (Camargo et al., 2008;
Pupin et al., 2010). Estos recursos son directamente afectados por la condicidon de las
hembras, particularmente por la cantidad de energia almacenada en cuerpos grasos (CG)
(Castellano et al., 2004). Trabajos previos con Pleurodema thaul, una especie con ciclo
reproductivo casi continuo (Diaz-Paéz & Ortiz, 2001) y con Physalaemus riograndensis,
una especie con reproduccion prolongada (Pereira & Maneyro, 2012), han reportado una
relacion inversa entre el tamafio de los CG y el desarrollo gonadal, sugiriendo que estas
estructuras son la fuente de energia usada para la reproduccién.

Por otra parte, en hembras a menudo existe un trade-off entre el nimero vy
tamanfio de los oocitos (TO) (cantidad vs calidad) (Pupin et al., 2010). Diversos estudios han
encontrado que, independientemente del patron reproductivo, en hembras existe
generalmente una correlacion positiva entre el nimero de oocitos y la longitud hocico-
cloaca (LHC) (Rodrigues et al., 2003; 2004, Camargo et al., 2005, 2008; Maneyro et al.,
2008; Pereira & Maneyro, 2012, entre otros); por ello, hembras adultas de mayor tamario

tendrian mayor potencial reproductivo (Prado & Haddad, 2005). La relacién entre TO y
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tamafio corporal no es tan clara, ya que hay una correlacion negativa entre el TO vy
tamafio de la puesta y una gran variacion individual en el TO (Castellano et al., 2004). La
correlacién positiva entre el tamafio de la puesta y el corporal, es uno de los factores
propuestos para entender el dimorfismo sexual en el tamafio a favor de las hembras, que
ocurre en el 90% de las especies de anuros (Shine, 1979). La seleccién sexual es otra de las
principales causas sugeridas para explicar el dimorfismo sexual (Woolbright, 1983); no
obstante aspectos demograficos como por ejemplo diferencias en la estructura de edades
entre los sexos en la poblacion reproductiva, pueden ser muy importantes (Monnet &
Cherry, 2002; Gramapurohit et al., 2004; Vargas-Salinas, 2006).

El género Melanophryniscus Gallardo 1961, estd compuesto en la actualidad por 26
especies (Frost, 2014). La mayoria de estas especies presentan reproduccion explosiva,
asociadas a altos niveles de precipitacion, que permiten la formacion de los cuerpos de
agua temporales utilizados para el evento reproductivo (Bustos Singer & Gutiérrez, 1997
Cairo et al., 2008, 2013; Maneyro & Kwet, 2008; Vaira, 2005, entre otros).
Melanophryniscus montevidensis (Philippi, 1902), es una especie de distribucion casi
restringida a la costa de Uruguay, ya que fuera de este pais se conocen unos pocos
registros en el sur de Brasil (Bernardo et al., 2012). Presenta una estrategia reproductiva
de tipo explosiva, verificandose eventos a lo largo de todo el afio asociados a fuertes
lluvias (Maneyro & Carreira, 2012). La reproduccion se produce en charcos
semipermanentes o pequeiios cursos de agua, entre las dunas (Alonzo et al., 2002). M.
montevidensis se encuentra amenazada a nivel local y global debido a su drastica
disminucion poblacional, a causa de la destruccidn y degradacion del habitat, su acotada
extensidn de ocurrencia y la creciente urbanizacidon de las zonas costeras, entre otras
causas (Langone, 2004).

El objetivo general de este capitulo es describir el patrén reproductivo de una
poblacién uruguaya de Melanophryniscus montevidensis en la Barra de la Laguna de Rocha
(BLR). Los objetivos especificos son: 1) Determinar la correlacion entre la actividad
reproductiva y algunas variables climaticas (temperatura, precipitacién y humedad); 2)
Estudiar la variacion mensual en longitud hocico-cloaca (LHC) (mm) en la poblacién; 3)

Determinar la proporcién de sexos en los cuerpos de agua reproductivos; 4) Verificar la

30



existencia de un dimorfismo sexual en los individuos encontrados en reproduccion; 5)
Analizar la relacion entre la fecundidad (F) y el tamafio de los huevos (TH) con LHC (mm)
en hembras; 7) Determinar la Inversion Reproductiva (IR) en hembras; 7) Estudiar la

variacion mensual en IR, F y TH en hembras reproductivas.

Se pondran a prueba las siguientes hipétesis:

1. Las precipitaciones favorecen la actividad reproductiva en Melanophryniscus
montevidensis.

Prediccién: se observardn eventos de actividad reproductiva en los dias con mayor
precipitacion acumulada.

2. Existe un marcado dimorfismo sexual en la especie con una razén de sexos sesgada a
favor de los machos.

Predicciones:

a. Mayor cantidad de machos que de hembras en los sitios reproductivos.

b. Hembras mas grandes que machos.

3. La dindmica reproductiva explosiva implica que las hembras de M. montevidensis estén
preparadas para el evento reproductivo en cualquier momento del afio, comprometiendo
la inversidn en crecimiento para maximizar la IR futura.

Predicciones:

a. No se encontrara una correlacion positiva y significativa entre F/LHC, ni entre TH/LHC
en hembras en actividad reproductiva.

b. La IR no presentara variacién significativa entre los meses de actividad reproductiva.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El estudio se desarrollé en la Barra de la Laguna de Rocha (BLR) (34° 40’ 02” Sur;
54° 14’ 00” Oeste), Departamento de Rocha, Uruguay (Fig. 1.1). Esta zona forma parte del
Paisaje Protegido Laguna de Rocha del Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP)

(DINAMA, 2010). El area posee sistemas dunares costeros y praderas inundables
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asociadas, donde se forman los cuerpos de agua temporales utilizados por M.

montevidensis durante los eventos reproductivos.

Trabajo de campo y toma de datos

Se realizaron salidas mensuales de tres dias de duracion cada una durante el
periodo marzo de 2012 a febrero de 2013. Fueron seleccionados cinco sitios en la BLR
para el monitoreo. Estos sitios que incluyen el charco y zonas aledafias fueron
identificados como C1, C2c, C2t, C3 y C4 (Fig. 1.2a; Fig. 1a y 1b; apéndice 1). Los datos de
temperatura media (°C), precipitacion total acumulada (mm) (Fig. 1.3) y humedad relativa
media (%) en la zona durante el periodo de muestreo fueron obtenidos a partir de la
estacion meteorolégica n°865650 de Rocha, ubicada a 20 km del drea de estudio (datos
disponibles en http://www.tutiempo.net/clima/ROCHA/865650.htm).

Se eligieron dos de los cinco sitios para trabajar durante los eventos reproductivos:
el C1(34°39’ 48,6” S) (54°13’ 14,3” W) y C2t (34°39’ 49,7”S) (54°13’ 33,4”W) (Fig. 1.2b), los
cuales distan 215,78 m entre si, y presentan un area de 338,83 m? y de 797 m?,
respectivamente. Dicha eleccidn, respondié principalmente a los mayores niveles de
actividad de la especie observados en estos sitios durante el evento reproductivo. El
muestreo en C1 y C2t se realizé durante el dia de manera estandarizada (los charcos se
recorrieron desde los bordes hacia el centro, durante al menos 3 horas) y se tomaron las
temperaturas de agua, aire, y pH del agua. Todos los individuos encontrados en actividad
reproductiva fueron capturados, sexados y se colocaron en frascos etiquetados
individualmente, conteniendo agua del lugar. Las parejas en amplexo también fueron
capturadas y se depositaron en recipientes plasticos con agua y un poco de vegetacion del
charco hasta verificar que se producia el desove. Todos los individuos fueron medidos
(longitud hocico-cloaca = LHC) con un calibre digital Kamasa de 0,01 mm de precision, y se
determind su masa utilizando un dinamdmetro (Pesola®) de 0.01 g de precisidon. Se
registraron las marcas naturales (patréon ventral de coloracién) de cada sapo a través de
fotografias (Elgue et al., 2013) utilizando 2 camaras NIKON (modelos: L810 y P500;
resolucién: 16.0 y 12.1 MP, respectivamente) para individualizar a los ejemplares

mediante técnica de fotoidentificacion. También se tomaron fotografias de las puestas
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(con una escala de referencia de 10 mm) para determinar el tamano de los huevos. Una
vez finalizada la toma de datos, las puestas y todos los individuos capturados fueron
devueltos al sitio de captura. Adicionalmente, en el mes de agosto, fueron sacrificadas
cuatro hembras luego del desove con el fin de disecarlas y ver si conservaban oocitos
maduros y si poseian cuerpos grasos. También se trabajé en el laboratorio con tres
machos vocalizadores que murieron en el campo (2 de octubre y 1 de diciembre) para
evaluar si presentaban o no reservas lipidicas.

Durante cada evento reproductivo, a lo largo de dos dias y tres turnos de monitoreo
(mafana (08:00-13:00 hs), tarde (14:00-19:00 hs) y noche (20:00-24:00 hs)); se realizaron
muestreos auditivos de 15 minutos de duracién en los cinco sitios. El objetivo fue
determinar el patrén de actividad de vocalizacion a escala diaria (turno de actividad) de
los machos de M. montevidensis. Por otra parte, en los meses sin actividad reproductiva,
se realizé una busqueda activa de individuos en los cinco sitios (ver metodologia capitulo
3). Cabe destacar que en los meses de reproduccién, también fueron buscados
activamente individuos en toda el area de estudio. Estos animales también fueron
medidos, pesados, y liberados luego en el mismo sitio de captura. Se tomé como
referencia al macho de menor LHC con saco vocal desarrollado y a la hembra mas
pequefia encontrada en actividad reproductiva, para diferenciar entre adultos y juveniles.

Individuos con medidas inferiores fueron considerados juveniles.

FIGURA 1.1. Laguna de Rocha. El rectangulo negro esta indicando la zona de la Barra de la Laguna de Rocha.
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FIGURA 1.2. Imagen Satelital de la BLR tomada y modificada de Google Earth 2013. a. Los puntos verdes indican los 5
sitios de muestreo seleccionados. b. Las marcas rojas indican el area donde se encuentran los charcos seleccionados en
C1y C2t para los estudios de biologia reproductiva de M. montevidensis.
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FIGURA 1.3. Temperatura media mensual y precipitaciones acumuladas en el area de estudio. NOTA: Los datos
climaticos estan acotados a los dias de monitoreo mas los 2 dias previos a la toma de datos.
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Procesamiento y analisis de datos

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa PAST (PAleontological
STatistics), version 1.94b y Statistica versidon 6.1. En todos los casos, para probar la
homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos, se utilizaron las pruebas de
Levene y de Shapiro-Wilk (SW), respectivamente. El nivel de significacidon se establecié a
a=0,05.

La actividad reproductiva se clasificé categéricamente en 0 (ausencia) y 1
(presencia). Para evaluar la posible existencia de una correlacion entre esta variable de
respuesta binaria y las variables independientes temperatura media (°C), humedad
relativa media (%) y precipitaciones acumuladas (mm) se efectuaron regresiones
logisticas. Se consideraron las variables climaticas acotadas a los dias de muestreo,
incluyendo también los dos dias previos. También se estudi® mediante regresiones
logisticas la correlacién entre la actividad reproductiva y los parametros medidos en
campo (temperatura del agua y pH del agua en cada uno de los dos charcos de
monitoreo). Se determind la frecuencia relativa de machos y hembras en cada uno de los
charcos durante los eventos de reproduccidn y se calculd la razén de sexos (niUmero de
machos/nimero de hembras) para comprobar la posible existencia de diferencias en la
proporcidn de sexos en estos sitios. Por otra parte, para analizar la variacién a lo largo del
afo en LHC de toda la poblacidn se utilizd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

Con el propdsito de verificar si los mismos individuos participaron en distintos
eventos reproductivos a lo largo del ano de estudio, se analizaron las fotografias de
machos y hembras en actividad reproductiva. Se generd un banco de datos compuesto
por imdagenes de todos los eventos de captura anteriores. La comparacion de las fotos y la
identificacion individual a partir de las marcas naturales se realizé utilizando el método de
fotoidentificacion (Fl) asistida por software (Caorsi et al., 2012; Cairo et al., 2013; Elgue et
al., 2013) con el programa WILD ID 1.0 (Bolger et al., 2011).

A partir de las fotografias de las puestas de las hembras que lograron desovar, en
el laboratorio, se determiné la fecundidad (F) (n° de huevos) y el tamafio de los huevos
(TH). Para ello, de cada foto, fueron seleccionados 10 huevos al azar, se midid su didametro

utilizando el software Micrometrics ® SE Premium (www.accu-scope.com) y luego se hallé
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el promedio entre esas medidas. Se calculd la Inversidon Reproductiva (IR) de las hembras
[F/LHC (mm)] y se verificd su variacién mensual utilizando el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis. Adicionalmente, para determinar la posible existencia de una correlacién
positiva entre F/LHC y entre TH/LHC, fueron realizados andlisis de regresion lineal entre
estas variables. Para corroborar si existian diferencias en la Fy en el TH entre los meses se
aplicé nuevamente el test de Kruskal-Wallis debido a que no se cumplian los supuestos
para la aplicacion de un test paramétrico. Finalmente, para confirmar si M. montevidensis
presenta dimorfismo sexual, se compard la longitud-hocico-cloaca (LHC) y la masa
corporal entre machos y hembras encontrados en actividad reproductiva mediante la
utilizacién del test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Por otra parte, los seis individuos colectados, fueron disecados en el laboratorio.
En las hembras, los ovarios fueron extraidos para evaluar el grado de desarrollo gonadal.
Los oocitos se clasificaron en inmaduros |, inmaduros Il, atrésicos y maduros (de mayor
tamanfio, color marrén oscuro) (Pereira & Maneyro, 2012). La F se registré para cada ovario
(Camargo et al.,, 2005). En ambos sexos, el tamafio relativo de los cuerpos grasos fue
cuantificado en forma categdrica (ausentes, pequeios, intermedios y grandes) para
analizar las posibles asociaciones entre su tamafio y la actividad reproductiva. Estos
fueron considerados “grandes” cuando ocupaban una considerable porcién de la cavidad
abdominal cubriendo casi por completo a las génadas; “intermedios” cuando cubrian
solamente la parte frontal de las génadas y “pequenos” cuando el tamafio era menor

(Pereira & Maneyro, 2012).

RESULTADOS
Patrones de actividad

A lo largo de los 12 meses de trabajo fueron encontrados 1627 individuos de M.
montevidensis en el area de estudio. Los valores medios de LHC y M fueron 22,18 + 2,42
mm y 1,14 + 0,32 g, respectivamente. El individuo mas pequefio encontrado midié 8,31
mm y fue un juvenil capturado en agosto, mientras que el mas grande con 28,97 mm
corresponde a una hembra encontrada en agosto en actividad reproductiva. Por otra

parte, los animales menos pesados fueron siete juveniles capturados también en agosto
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todos con 0,05 g vy el individuo que presentd mayor masa fue una hembra hallada en
octubre también en reproduccién con 3,0 g. Se encontré una variacion mensual
significativa en LHC de toda la poblacién (n=1627) a lo largo del afio (H=98,74; p<0,05).

A partir de la presencia de machos vocalizando y de parejas en amplexo, fueron
identificados cuatro eventos de actividad reproductiva para M. montevidensis en la BLR
durante el afio de estudio. Los mismos ocurrieron en los meses de agosto, octubre vy
diciembre de 2012 y en febrero de 2013. En agosto y octubre se encontré actividad en los
dos cuerpos de agua seleccionados en C1 y C2t; pero en diciembre y febrero no se registro
actividad reproductiva en C1. Esto probablemente ocurrié a causa de que en ese charco
hubo un aumento muy pronunciado de la vegetacién y disminuyeron notablemente los
niveles de agua. Los machos de la especie presentaron actividad de vocalizacién a lo largo
de los tres turnos de monitoreo (mafiana, tarde y noche) (Tabla 1, apéndice 1).

Por otra parte, se encontré una correlacién positiva y significativa entre la
actividad reproductiva (AR) y la precipitacidn total acumulada (mm) (x* (1)=13,71; p<0,05);
mientras que la correlacién con la temperatura media (°C), fue marginalmente
significativa (x> (1)=4,03; p=0,045). No se hallé correlacion entre la AR y la humedad
relativa media (y* (1)=2,11; p=0,14). Los cuatro eventos de actividad reproductiva
coinciden con los cuatro picos de precipitaciones acumuladas a lo largo del afio de estudio
y se producen a valores por encima de los 60 mm (con excepcion de agosto donde la
precipitacion acumulada fue de 27,94 mm). Considerando las variables medidas en
campo, temperatura y pH del agua, no se encontré una correlacién entre estos

parametros y la actividad reproductiva en C1 y C2t (Tabla 1.1).

TABLA 1.1. Resultados de las regresiones logisticas entre la variable de respuesta binaria actividad reproductiva (AR)
(0O=ausencia; 1=presencia) y las variables temperatura media del agua (TMA=°C) y pH del agua en C1y C2t.

Variables X2 (grados de libertad) P

C1: pH-AR 0,65 (1) 0,42
C1: TMA (°C)-AR 0,59 (1) 0,80

C2t: pH-AR 0,35 (1) 0,85
C2t: TMA (°C)-AR 2,15 (1) 0,14
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Proporcion de sexos y dimorfismo sexual

Se encontraron en total 413 individuos de M. montevidensis en actividad
reproductiva en los dos cuerpos de agua monitoreados; el 13,8% pertenecié a C1,
mientras que el restante 86,2% a C2t (Fig. 1.4). De ese total (n=413), el 81,8% fueron
machos y el 18,2% hembras. EI LHC medio para los machos fue de 21,54+1,24 mm (rango
entre 18,27-24,72 mm), mientras que la M media fue 1,04+0,14 g (0,61-1,6 g). Para las
hembras estos valores fueron de 24,18+1,33 mm (21,82-28,97 mm) y 1,36+0,24 g (0,8-2,1
g). Como se expresd anteriormente, el macho mas pequefio con saco vocal desarrollado
midié 18,26 mm, mientras que, la hembra mas pequena encontrada tanto en un charco
durante un evento de actividad reproductiva, como en amplexo midieron 21,82 y 21,83
mm respectivamente. Todos los individuos que se encontraron por debajo de los
mencionados valores de referencia para cada sexo fueron considerados juveniles (n=681).
Cabe destacar que representantes de esta clase de edad se hallaron en todos los meses de
estudio (Fig 1.5). La razéon de sexos en los dos cuerpos de agua durante la actividad
reproductiva estuvo sesgada a favor de los machos, siendo su frecuencia relativa mayor a
la de las hembras en los 4 eventos reproductivos (Fig. 1.6; Tabla 2, apéndice 1).
Finalmente, se encontré dimorfismo sexual significativo en M. montevidensis. Las hembras
en actividad reproductiva presentaron mayor LHC (U=1614,5; p<0,05) (Fig. 1.7 y 1.8) que

los machos reproductivos y también fueron mas pesadas (U=3304,5; p<0,05).
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FIGURA 1.4. Variacién mensual en la frecuencia absoluta de individuos de M. montevidensis encontrados en actividad
reproductiva en los charcos C1y C2t de la BLR.
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FIGURA 1.5. Variacion mensual en la frecuencia absoluta de individuos adultos y juveniles de M. montevidensis a lo largo
del afio de estudio en la BLR.
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FIGURA 1.6. Variacién mensual en la frecuencia absoluta de machos y hembras de M. montevidensis encontrados en
actividad reproductiva en la BLR.

FIGURA 1.7. Amplexo encontrado en el mes de agosto en C2t. Notese el mayor tamafio corporal de la hembra.
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FIGURA 1.8. Variacion en LHC (m) de machos y hembras de M. montevidensis en actividad reproductiva.

Fecundidad e inversidn reproductiva en hembras

Fueron identificadas 59 parejas en amplexo (Fig. 1.7) (22 en el mes de agosto, 27
en octubre, 11 en diciembre y 2 en febrero). El 74,6% de las hembras encontradas en
amplexo (n=59) logré desovar en cautiverio antes de que se produjera la separacién (Fig.
2, apéndice 1), mientras que el restante 25,4% no lo pudo lograr. Todas las puestas
consistieron en masas de huevos de nimero variable, separadas entre si (Fig. 3, apéndice
1). La F media presentd un valor de 157+101 huevos; el minimo fue de 15 y el maximo de
347, ambos en hembras capturadas en octubre de 24,68 y 23,37 mm de LHC
respectivamente. Por otra parte el tamafio medio de los huevos fue de 1,27%0,09 (1,0-
1,54) mm (Fig. 4, apéndice 1). No se encontrd una correlacién positiva entre log 1o F y log
10 LHC (R2=0,22; p=0,15) (Fig. 1.9), ni entre log 1o TH y log 1o LHC (R?=0,019; p=0,78). La IR
media fue de 6,50+4,13 (0,60-14,85) (Fig. 1.10). Finalmente no se encontrd variacién
mensual significativa en IR (H=5,93; p=0,12), F (H=5,19; p=0,15) y TH (F=6,29; P=0,09) (Fig.

1.11,1.12 y 1.13, respectivamente).
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FIGURA 1.12. Variacién mensual de la Fecundidad (n° de huevos) en hembras de M. montevidensis.
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FIGURA 1.13. Variacién mensual en el tamafio de los huevos en hembras de M. montevidensis.

Trabajo de laboratorio con animales colectados

Se constatd que las cuatro hembras colectadas conservaban oocitos maduros
luego del desove en el campo. La F media para esas hembras fue de 54,25+24,10 oocitos
(rango: 25-84). Cabe destacar que ambos ovarios ademads poseian oocitos inmaduros (en
distintos estadios de desarrollo) y atrésicos. Adicionalmente se pudo comprobar que
todos los individuos poseian reservas lipidicas. Tres hembras exhibieron escasos cuerpos
grasos y una los present6 en la categoria de abundancia “medios”, mientras que todos los

machos se caracterizaron por poseer abundantes reservas lipidicas.

Fl de individuos en actividad reproductiva

La técnica de FlI permitié identificar 43 recapturas (RC) entre todos los individuos
en actividad reproductiva (n = 413). Sélo una hembra fue recapturada, el resto de las RC
corresponden a machos. Cuatro animales se recapturaron dos veces, el tiempo minimo
entre la captura inicial y la Ultima recaptura fue de cinco meses, mientras que el tiempo
maximo fue de siete meses. El resto de los sapos fueron recapturados una sola vez. Sélo
tres machos marcados en agosto fueron vueltos a encontrar en reproduccién en octubre

en C1. Un solo macho cambié de charco reproductivo (C1 en octubre a C2t en diciembre).
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Todos los demas sapos fotoidentificados fueron capturados y recapturados en C2t (Fig.
1.14). La Unica hembra recapturada se observé en amplexo en C2t en el mes de agosto de
2012 (masa=1,25 g; LHC=22,58 mm) y se volvid a encontrar nuevamente en amplexo en el
mismo charco en diciembre de 2012 (masa=1,05 g; LHC=22,92mm) (Fig. 1.15); en ambas
instancias de reproduccion logré desovar, poniendo 39 y 142 huevos, respectivamente.
Por otra parte, Unicamente cuatro machos fueron C y RC en amplexo en dos eventos
reproductivos distintos en C2t; tres en agosto y octubre y uno en agosto y diciembre,

respectivamente.
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FIGURA 1.14. Variacion mensual en el nimero absoluto de individuos de M. montevidensis capturados y recapturados
(mes de captura-mes de recaptura), en C2t durante los distintos eventos de actividad reproductiva en la BLR.

FIGURA 1.15. Hembra de M. montevidensis recapturada en actividad reproductiva en C2t. Imagen izquierda: agosto
2012; imagen derecha: diciembre 2012.
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DISCUSION
Patrones de actividad

Melanophryniscus montevidensis presenta un patrén reproductivo explosivo, al
igual que otras especies del género como M. cambaraensis (Santos & Grant, 2011); M.
devincenzii (Maneyro & Kwet, 2008; Bortolini et al., 2011); M. stelzneri (Bustos Singer &
Gutierrez, 1997) y M. rubriventris (Vaira, 2005), asi como las poblaciones argentinas de M.
montevidensis (Cairo et al., 2008, 2013). Los eventos reproductivos se registraron en
invierno, primavera y verano; pero también se observé actividad en otofio en el mismo
sitio (C. Bardier, com. pers.). A pesar de que la especie habita una zona templada
estacional, los eventos reproductivos no son estacionales, sino que ocurren a intervalos
variables a lo largo del afio. Esto concuerda con lo reportado por Maneyro & Carreira
(2012), pero contradice los reportes previos que limitaban la actividad de la especie entre
la primavera y principios de otofo (Prigioni & Garrido, 1989; Achaval & Olmos, 2007). La
falta de estacionalidad reproductiva ha sido reportada previamente por Santos & Grant
(2011), para M. cambaraensis. En cambio, en M. rubriventris los eventos reproductivos
mostraron ser estacionales (Vaira, 2005). Estos datos sugieren que la estacionalidad
reproductiva puede variar dentro del género, a pesar de que las especies habiten zonas
estacionales y presenten reproduccién explosiva.

La actividad reproductiva de M. montevidensis se encontré correlacionada con la
precipitacion total acumulada. Esto es consistente con la dinamica explosiva, donde los
eventos reproductivos estan asociados a fuertes precipitaciones, siendo el volumen de las
mismas el factor desencadenante de la actividad (Cairo et al., 2008). Apoyando esta idea,
los cuatro eventos reproductivos registrados para la especie coinciden con los periodos de
maxima precipitacion acumulada en el area de estudio, superando los 60 mm en octubre,
diciembre y febrero. En otras especies del género con reproduccidn explosiva, el evento se
dispard después de lluvias por encima de los 60 mm en M. cambaraensis (Caorsi, 2011); 35
mm en poblaciones de M. montevidensis de Argentina (Cairo et al., 2008); entre 3-30 mm
en M. stelzneri (Bustos Singer & Gutiérrez, 1997) y 60 mm en M. devincenzii (Bortolini et
al., 2011). Por otra parte, factores como la humedad relativa media, la temperatura media

y pH del agua (cercano a 7) no influyeron en la reproducciéon de la especie. En cambio, se
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encontrd una débil correlacion con la temperatura media. Esto no es lo esperado para una
especie de actividad reproductiva no estacional ya que la temperatura es una variable
ciclica a escala anual. No obstante, hay que tener en cuenta que en regiones templadas
este factor abidtico juega un rol fundamental en la actividad reproductiva de los anuros
(Camargo et al., 2005) y podria estar contribuyendo en cierta medida en la actividad
reproductiva de M. montevidensis como un determinante a pequeias escalas temporales.

Adicionalmente se encontré una variacién mensual significativa en el tamafio
corporal en la poblacidon de estudio. Esto cominmente es un indicador de variaciéon
estacional en la actividad reproductiva de las especies (Pereira & Maneyro, 2012), por lo
cual no es lo esperado en M. montevidensis. Sin embargo, en esta poblacion los individuos
juveniles estuvieron presentes en todos los meses de muestreo, lo que estd
correlacionado con una dindmica reproductiva no estacional. Esto estaria en concordancia
con los resultados expuestos anteriormente, que indican que este bufdnido puede
reproducirse a lo largo de todo el afio si las condiciones son apropiadas. El rdpido
desarrollo larvario que presenta esta especie (alrededor de 1 mes; Maneyro & Carreira,
2012) resulta también fundamental para poder comprender el patrén observado.

Los machos de M. montevidensis se escucharon vocalizando a lo largo de todo el
dia, incluso a altas horas de la noche (préximo a la medianoche) durante los distintos
eventos reproductivos. También fueron observadas parejas en amplexo por la noche y
animales moviéndose activamente fuera del periodo reproductivo. Este es un resultado
muy relevante ya que la bibliografia ubica a M. montevidensis como una especie de

actividad principalmente diurna (Maneyro & Carreira, 2012; Achaval & Olmos, 2007).

Proporcion de sexos

En los charcos reproductivos fueron observadas densas agregaciones de
individuos, y la abundancia de los machos superé a la de las hembras en todas las
ocasiones, siendo la razén de sexos igual o mayor a 3. Wells (2007) argumenta que en
agregaciones explosivas, los machos generalmente superan en nuimero a las hembras
durante todo el periodo reproductivo, por lo que la intensidad de la seleccién sexual es

generalmente alta. Varios trabajos enfocados en especies con este patrén temporal de
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reproducciéon encontraron resultados similares (Bustos Singer & Gutiérrez, 1997; Alonzo et
al., 2002; Vaira, 2005; Cairo et al., 2008, 2013). La proporcién operativa de sexos junto al
patrén temporal de reproduccién son muy relevantes en los sistemas de apareamiento ya
qgue influyen directamente en los tipos de comportamiento que van a utilizar los machos
para conseguir amplexos (Woodward, 1984; Camargo et al., 2005). En la poblacién de
estudio los machos tuvieron que alternar la actividad de vocalizacidon con la busqueda
activa de hembras, y también se observaron luchas directas entre machos. Estos
comportamientos fueron propuestos por Wells (1977) para agrupaciones de
reproductores explosivos cuando la densidad de machos es alta; y han sido encontrados
en muchas otras especies del género como M. stelzneri, M. rubriventris, M. cambaraensis
y poblaciones argentinas de M. montevidensis (Bustos Singer & Gutiérrez, 1997; Vaira,
2005; Caorsi, 2011; Cairo et al., 2008).

En el mes de diciembre, se presencié el inicio de un evento de actividad
reproductiva luego de una fuerte tormenta. Se constaté que los machos llegaron antes
gue las hembras al cuerpo de agua. Bustos Singer & Gutiérrez (1997), informaron que en
M. stelzneri, a los 40 minutos del comienzo de las lluvias los machos ya estaban
vocalizando, mientras que las hembras demoraron entre 2 y 24 horas en aparecer. En otra
poblacién de M. montevidensis de Uruguay también se reportd que los machos fueron los
primeros en llegar y que las hembras acudian aisladamente a los sitios de vocalizacién
(Alonzo et al., 2002). Segun Semlitsch (2008), diferencias sexuales e interespecificas en los
tiempos de migracién han evolucionado con el fin de maximizar el éxito reproductivo. La
llegada temprana de los machos y un mayor tiempo de persistencia en el charco son
mecanismos utilizados para aumentar el éxito de apareamiento (Vaira, 2005; Semlitsch,
2008). Por lo tanto, el arribo temprano de los machos de M. montevidensis podria ser una
estrategia utilizada por los mismo para aumentar su fitness, en respuesta a la
imprevisibilidad de las lluvias, la acotada extension del periodo de actividad reproductiva y
la proporcion sesgada de sexos. Si bien en este trabajo no se evalud el tiempo de
persistencia de los machos en los charcos, seria muy interesante poder hacerlo ya que
Vaira (2005) encontré para otra especie del género un aumento en el tiempo de

permanencia de los machos en los charcos reproductivos de un afio a otro. Quizas un
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mayor tiempo de persistencia de machos de la especie en los cuerpos de agua en relacién
a las hembras podria en parte explicar el mayor nimero de machos observados en los
sitios reproductivos en este estudio. Ademas de evaluar el tiempo de permanencia de los
machos, también se deberia monitorear el éxito de apareamiento como indicador de

fitness.

Dimorfismo sexual

Las hembras reproductivas de M. montevidensis presentaron mayores tamafios
corporales que los machos, patron que se repite en la mayoria de las especies de anuros
(Shine, 1979), particularmente en otros bufénidos del género, como Melanophryniscus
krauczuki (Baldo & Basso, 2004); poblaciones argentinas de M. montevidensis (Cairo et al.,
2008) y M. devincenzii (Bortolini et al., 2011). Las causas propuestas para explicar este
fenédmeno son variadas: 1) capacidad de hembras mds grandes de producir puestas y
oocitos de mayor tamafio (Camargo et al., 2008); 2) diferencias en la edad de la primera
reproduccién (Rodrigues et al., 2005; Guimaraes et al., 2011); 3) depredacién diferencial
de machos mas grandes (Pupin et al., 2010; Quiroga & Sanabria, 2012); 4) restricciones en
el crecimiento de machos debido a demandas energéticas ligadas a los comportamientos
precopulatorios durante la actividad reproductiva (Woolbrigth, 1989). En M.
montevidensis el tamafio corporal de las hembras no se correlacioné con la fecundidad ni
con el tamafio de los huevos, lo cual nos llevaria a pensar que este factor no seria
responsable del dimorfismo sexual observado. La depredacién diferencial hacia machos
mas grandes es una causa poco probable, ya que esto es mas comun en anuros con
reproduccién prolongada, donde el largo periodo reproductivo los vuelve mas vulnerables
(Camargo et al.,, 2008). En cambio, para los depredadores es mas dificil atacar coros
explosivos, compuestos por muchos machos en un corto periodo de tiempo (Camargo et
al., 2008). Por otra parte, la reproduccion explosiva puede favorecer la evolucién de
machos pequefios y mas dgiles, esperdndose lo contrario para los reproductores
prolongados donde existe fuerte competencia a través de combates (Vargas-Salinas,
2006). Apoyando esta idea, el dimorfismo sexual inverso (machos mas grandes que

hembras) se ha observado con mds frecuencia en especies muy territoriales o agresivas
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(Wells, 2007; Di Cerbo & Biancardi, 2012). Los machos de M. montevidensis podrian
aumentar su fitness si comienzan a reproducirse con pequefios tamafios y a participar de
todos lo eventos reproductivos posibles. Esto implicaria una alta inversion energética en la
reproduccién, limitando el crecimiento corporal. Por lo expuesto anteriormente, no se
podria descartar este factor como causante del dimorfismo sexual en la especie, ni el
hecho de que las hembras presenten madurez sexual tardia. No obstante, para poder
determinar el efecto de estos factores en el dimorfismo sexual observado en M.
montevidensis se necesitan realizar anadlisis complementarios a nivel demografico, para
poder determinar la edad de los individuos, utilizando por ejemplo técnicas de esqueleto-

cronologia.

Fecundidad e inversion reproductiva en hembras

El nimero y el tamafio de los huevos de M. montevidensis fue aproximado al
encontrado en otras especies del género (también en cautiverio) como M. stelzneri
(Bustos Singer & Gutiérrez, 1997); M. aff. montevidensis (Cairo et al., 2008) y M.
cambaraensis (Caorsi, 2011). Asimismo, estos valores fueron concordantes con los
reportados previamente para M. montevidensis (Alonzo et al., 2002). La falta de
correlacién positiva entre F y TH con LHC, estaria indicando que el éxito reproductivo de
las hembras no estd relacionado con un mayor tamano corporal. Por otra parte, se
encontraron varias hembras con valores altos de IR (por encima de la media). Un patrén
opuesto se registrd en especies con reproduccidn prolongada, donde por lo general muy
pocas hembras exhiben valores altos de IR (Pereira & Maneyro, 2012). Estos resultados
estarian reflejando una asignacion diferencial de los recursos energéticos entre hembras
con distintos patrones temporales de reproduccién. En reproductores prolongados a
menudo el crecimiento se puede considerar una inversion en la reproduccién futura ya
que hembras mds grandes presentan un mayor nimero o tamafo de huevos (Camargo et
al., 2005; Pereira & Maneyro, 2012). Sin embargo, para las hembras con reproduccion
explosiva de M. montevidensis, que deben estar preparadas todo el afio para la
reproduccién, seria mas ventajoso invertir mas cantidad de energia en cada evento

reproductivo antes que priorizar el crecimiento para maximizar su futura IR. La falta de
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variacion mensual encontrada en los parametros reproductivos (IR, F, TH) en este estudio

estaria apoyando la idea anterior.

Trabajo de laboratorio con animales colectados

En el laboratorio se pudo constatar que las hembras conservaban oocitos maduros
luego del desove; lo cual habia sido reportado previamente para la especie por Prigioni &
Garrido (1989). Ademas, estas hembras también presentaban oocitos inmaduros en
distintos estadios de desarrollo y atrésicos. Este mismo patrén fue observado a lo largo de
distintos meses del afio en un trabajo previo con hembras de la especie, de coleccidn
(Pereira et al., 2012). Las hembras de M. montevidensis conservarian siempre reservas de
oocitos maduros para estar preparadas frente a un posible evento de actividad
reproductiva que pueda surgir si las condiciones lo propician, confirmando que la
inversién energética en la reproduccién por parte de las hembras de la especie es muy
alta. Por otra parte, la presencia de CG en machos y hembras reproductivos, estaria en
consonancia con lo expuesto anteriormente ya que ambos sexos necesitan mantener todo
el afo una reserva lipidica que les sirva como fuente de energia para la actividad de
vocalizacién y para la produccidn de oocitos. En este sentido, cabe destacar que todos los
ejemplares diseccionados poseian contenido estomacal. Lo contrario ocurre en especies
con reproduccién prolongada donde por lo general existe una relacion inversa entre el
desarrollo gonadal y la abundancia de los cuerpos grasos y donde la mayoria de las

hembras gravidas poseen los estdmagos vacios (Pereira & Maneyro, 2012).

Foto-identificacion de individuos en actividad reproductiva

El alto porcentaje de machos recapturados en relacion a las hembras
probablemente sea una consecuencia de la alta densidad de los mismos en los charcos
durante los eventos reproductivos. La Unica hembra recapturada logré desovar en ambas
instancias, lo cual confirma lo expuesto en parrafos anteriores. Del total de machos
recapturados solo uno cambio de sitio reproductivo, el resto se encontré siempre en el
mismo charco a lo largo de los cuatro eventos reproductivos, incluso cuatro animales

fueron recapturados dos veces en el mismo sitio. Esto estaria sugiriendo fidelidad al sitio
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de reproduccién. Este comportamiento ha sido demostrado para varias especies de
anuros (Husté et al., 2006) y puede haber evolucionado para aprovechar un charco con
cierta estabilidad y propicio en un lugar conocido en vez de buscar un nuevo charco al
alcanzar la madurez o durante los eventos reproductivos (Semlitsch, 2008). Esto también
podria ser simplemente consecuencia de una dispersiéon limitada de los individuos (se
refugian cerca del charco y vuelven al charco mas cercano). Debido a las restricciones
fisiolégicas y ecolégicas derivadas de la pérdida de agua; para los individuos de M.
montevidensis puede ser ventajoso volver a los sitios conocidos y no incurrir en los altos

costos de la dispersion hacia sitios alternativos (Seebacher & Ross, 1999; Semlitsch, 2008).

CONCLUSIONES

Los resultados confirman que Melanophryniscus montevidensis presenta un patrén
de reproduccion explosivo, con eventos reproductivos ocurriendo a intervalos variables a
lo largo del afio. No se puede rechazar la hipdtesis de que las precipitaciones favorecen la
actividad reproductiva en la especie ya que la reproduccién se encontrd asociada con la
precipitacion total acumulada. La actividad de vocalizacién de los machos se extendid a
altas horas de la noche, por lo cual se debe reconsiderar si la especie es exclusivamente
diurna. La hipdtesis que plantea la existencia de un marcado dimorfismo sexual en la
especie con una razén de sexos sesgada a favor de los machos tampoco puede ser
rechazada, ya que los machos superaron a las hembras en todos los eventos reproductivos
y las hembras fueron mas grandes y pesadas que los machos. Estos tuvieron que recurrir a
estrategias comportamentales alternativas para obtener pareja como por ejemplo la
busqueda activa de hembras. Durante uno de los eventos se pudo constatar que los
machos llegarian antes que las hembras al sitio de reproduccién. La ultima hipdtesis
propuesta tampoco puede ser rechazada a causa de que no se encontré asociacién entre
LHC de la hembra con la F ni con el TH. Las hembras deben estar preparadas todo el afio
para reproducirse y seria mas ventajoso invertir mas energia en la reproduccién antes que
priorizar el crecimiento para maximizar la IR futura. La presencia de oocitos maduros y de
reservas lipidicas luego del desove estarian confirmando esta idea. Finalmente existiria

una cierta fidelidad al sitio reproductivo en la especie, ya que a lo largo de los distintos
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eventos reproductivos, individuos fueron recapturados en actividad en el mismo charco.
La falta de informacion acerca de la historia natural de la mayoria de las especies de
anfibios es uno de las principales dificultades para proponer estrategias de conservacion.
Los datos obtenidos en este estudio acerca de la biologia reproductiva de M.
montevidensis pueden resultar de utilidad para proponer e implementar acciones en el

marco del plan de manejo de la Barra de la Laguna de Rocha.
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APENDICE 1

FIGURA 1. Fotografias de las zonas de estudio. a) C1 (34°39’ 48,6” S) (54°13’ 14,3” W); b) C2t (34°39’ 49,7"S)
(54°13" 33,4"W).
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TABLA 1. Turnos de actividad de machos vocalizadores de M. montevidensis en la BLR. REFERENCIAS: 1T:
primer muestreo de tarde (14:00-19:00 hs); 1N: primer muestreo de noche (20:00-24:00 hs); 1M: primer
muestreo de mafiana (08:00-13:00 hs); 2T: segundo muestreo de la tarde; 2N: segundo muestreo de la
noche; 2M: segundo muestreo de la mafiana; C1, C2c, C2t, C3 y C4: sitios de muestreo; 0: ausencia de
machos vocalizadores; 1: presencia de machos vocalizadores.

AGOSTO 2012 |  OCTUBRE2012 | DICIEMBRE2012 | FEBRERO 2013
MUESTREO/TURNO SITIO DE MONITOREO

c1|cacfcat| 3 | 4 [ca|cac|cat| 3 [ a4 [ca|cac|cat| 3 [ 4 |c1|cac|cat| 3| 4
17 ojojoJoJala]afafafaJoJoJoJoJo|l1]1[1[1]o
N 0|1 |2]aJala]afafafaJoJo]Jo]Jo]JoJo]Jo|[1[1]o
M of1]aJofafa]1]a{af1]oJojofo|JoJofo|[1]1]o0
21 ofolaJofJof[ar]1]1{af1]o]Jojofo|loJof[o|[1]1]o0
2N ofolaJofJof[a1]1]a1{af1]o]Jojoflo|loJof[o[1]o0]oO
2m 1 lrJafafala{afafa]afofafa]a]afo]oJo[1]o

TABLA 2. Frecuencia relativa (FR) (%) y Razon de Sexos (n°machos/n°hembras) en M. montevidensis en los 2 charcos (C1
y C2t) monitoreados durante los eventos reproductivos.

Mes FRJS C1
ago 12 88,24
oct 12 82,61
dic 12 ---
feb 13 -

FR Q C1
11,76
17,39

RSC1 FRJ C2t FR @ C2t
7,5 73,63 26,37
4,75 73,45 26,55
S 88,09 11,90
— 95,65 4,35

RS C2t
2,79
2,77
7,40

22,00

FIGURA 2. Amplexo en cautiverio capturado en el mes de agosto en C2t en el momento de desove.
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FIGURA 3. Fotografias de 3 puestas de hembras de M. montevidensis, capturadas en amplexo el dia 22/8/12.
a) Charco=C1; LHC=24,16 mm; m=1,3 g; 1 masa de huevos; Fecundidad (F)=85 huevos. b) Charco=C2t,
LHC=21,83 mm; m=1,0 g; 5 masas de huevos; F= 161 huevos. c) Charco=C2t; LHC=22,69 mm; m=1,2 g; 3
masas de huevos; F=181.

-
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CAPITULO 2. “Uso del microhabitat reproductivo en una poblacién de Melanophryniscus

montevidensis (Anura: Bufonidae) de Uruguay”
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INTRODUCCION

En las dltimas décadas, se han reportado importantes disminuciones en las
poblaciones de anfibios a nivel mundial, siendo la destruccion o modificacion del habitat,
la principal causa propuesta para explicar este fenémeno (Collins & Crump, 2009; Stuart et
al., 2008). En consecuencia, trabajos relacionados con los determinantes en el uso del
habitat y la comprensidn de por qué utilizan lugares especificos se vuelven relevantes para
predecir como la pérdida o modificacion del habitat puede afectar la sobrevivencia de las
poblaciones (Rittenhouse & Semlitsch, 2007; Johnson et al., 2008). Los datos disponibles
sobre los patrones del uso del habitat en poblaciones de anfibios son escasos (Lemckert &
Brassil, 2000; Krishnamurthy, 2003). Esta carencia de informacion dificulta el desarrollo de
estrategias de conservacién de especies a través de la proteccidén o el manejo del habitat.

El uso del espacio a nivel de microhabitats, se ve influenciado por varios factores
como la historia evolutiva de las especies, las interacciones interespecificas, y las
presiones medioambientales (Eterovick et al., 2010). Muchos aspectos vinculados con la
ecologia y la historia natural de los anfibios estdn determinados por relaciones que tienen
lugar a escala de microhabitats (Eterovick et al., 2010). Esto se debe principalmente a que
los elementos del entorno proporcionan los requisitos esenciales en términos de
alimentacion, refugio y oportunidades para las interacciones sociales; determinando la
presencia o prosperidad de una especie dentro de un area (Lemckert & Mahony, 2010).

El conocimiento del uso de determinados sitios reproductivos por los anuros es
valioso para su gestion y conservacion. Varios estudios han reportado que la presencia y
abundancia de anuros en los lugares de reproduccion depende fuertemente de un
conjunto de caracteristicas abidticas y bidticas (Lemckert & Mahony, 2010). Dentro del
primer grupo se encuentran la profundidad, temperatura y calidad del agua, el
hidroperiodo, el tamafio de los cuerpos de agua, la cantidad de vegetacion emergente y el
tipo/grado de cobertura vegetal en el suelo circundante. La cantidad de vegetacion en los
sitios reproductivos puede generar microhabitats complejos dentro de los charcos que
podrian proporcionar refugios para las larvas y metamorfos frente a peces y otros posibles
depredadores, asi como alimento para las larvas (Lane et al., 2007; Pereyra et al., 2011).

En este sentido, Kopp et al., (2006) encontraron un aumento de la supervivencia de las
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larvas en microhabitats con vegetacion, lo que atribuyeron a una disminucion en la
eficacia de los depredadores en la busqueda y captura de las larvas en estos
microhabitats. Adicionalmente, en Melanophryniscus stelzneri la proporciéon de la
vegetacion que cubre la superficie del espejo de agua y la que rodea el charco se
correlaciond positivamente con el uso del sitio reproductivo, lo que demuestra que estos
animales prefieren los sitios de desove con densa vegetacion en el interior del cuerpo de
agua (Pereyra et al., 2011). Finalmente, entre los principales factores biéticos influyentes
se distinguen la presencia de depredadores y competidores (Lane et al., 2007; Pereyra et
al., 2011).

La mayoria de los trabajos relacionados con el uso de los sitios reproductivos en
anfibios estan enfocados en ensambles de anuros a escala de habitats. En ese contexto,
donde la actividad se caracteriza por la agregacidon reproductiva de varias especies en los
cuerpos de agua, el potencial de interacciones interespecificas es muy alto (Bertoluci &
Rodriguez, 2002; Vasconcelos & Rossa-Feres, 2008). En consecuencia, en estos sistemas,
las interacciones bidticas como la depredacion y competencia son mecanismos
importantes en la estructuracién de las comunidades de anuros (Mufioz-Guerrero et al.,
2007; Daza-vaca & Castro-Herrera, 1999; Boelter, 2004). Los estudios de este tipo a nivel
de poblaciones y microhdabitats son muy escasos, sin embargo en estos casos es mas
viable reconocer el papel que pueden jugar factores abidticos (como las propias
caracteristicas del cuerpo de agua) en el uso del espacio por los anuros.

Melanophryniscus montevidensis (Philippi, 1902), se distribuye en la costa Atlantica
de Uruguay y una pequena parte de la costa sureste de Brasil (Toranza & Maneyro, 2013).
Presenta una estrategia reproductiva explosiva, verificandose eventos a lo largo de todo el
afo asociados con fuertes precipitaciones, generalmente por encima de los 60 mm
(Capitulo 1). Las especies con dindmicas reproductivas explosivas se caracterizan por
poseer un periodo de actividad corto (horas o dias) y en consecuencia conforman densas
agregaciones en los charcos, resultando mas importante la competencia entre los machos
para acceder a las hembras que la eleccidn de las mismas (Cairo et al., 2013). Los machos
son mas abundantes en el sitio reproductivo durante todo el evento, por lo cual necesitan

alternar la actividad de vocalizacidn con tdcticas alternativas como la busqueda activa de
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hembras gravidas y la estrategia de macho desplazador para aumentar su fitness (Wells,
1977; Pombal & Haddad, 2005). Melanophryniscus montevidensis es una especie en
peligro a nivel local y global; dentro de las principales amenazas se encuentra la
destrucciéon y degradacién del habitat (Langone, 2004). La informacion relacionada con las
caracteristicas y uso de su microhabitat reproductivo resulta esencial porque contribuye al
desarrollo de estrategias de monitoreo mas eficaces y a largo plazo de las poblaciones
silvestres, al tiempo que facilita la implementacién de acciones de conservacion mas
efectivas.

El objetivo general de este capitulo es caracterizar el microhabitat reproductivo de
M. montevidensis en la Barra de la Laguna de Rocha y describir el uso que realizan de este
sitio los individuos de la especie durante los eventos de reproduccidn. Los objetivos
especificos son: 1) Estudiar la asociacién entre los individuos en actividad reproductiva y
las caracteristicas de los charcos; 2) Describir los principales comportamientos exhibidos

por machos, hembras y parejas en amplexo durante los eventos de reproduccién.

Se pondra a prueba la siguiente hipétesis:

1. Los individuos en actividad reproductiva prefieren zonas del charco con mayor
vegetacion.

Prediccién: la mayor proporcidon de individuos de M. montevidensis en actividad

reproductiva se encontraran en zonas del charco con vegetacién mas densa.

MATERIALES Y METODOS:
Area de estudio

Este trabajo se desarrollé en la Barra de la Laguna de Rocha (BLR) (34° 40’ 02” Sur;
54° 14’ 00” Qeste). Esta zona forma parte del paisaje protegido Laguna de Rocha (LR) del
Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) (DINAMA, 2010) y se encuentra sobre la
costa Atlantica del Departamento de Rocha, Uruguay (34°35" S; 54°17° W) (Fig. 1.1
capitulo 1). La Laguna posee un area de 72 km? con una profundidad media de 0,6 m y una
maxima de 1,4 m. Esta se comunica con el Océano Atlantico (hasta cinco veces al afo) a

través de la apertura y cierre de la barra arenosa (MVOTMA, 2014). En el entorno de la

64



BLR, la alta concentracion de sales en el ambiente determina una cobertura vegetal
psamofila. El drea posee sistemas dunares costeros y praderas inundables asociadas,
donde se forman los cuerpos de agua temporales de agua dulce utilizados por M.

montevidensis.

Trabajo de campo y toma de datos

Se realizaron salidas mensuales de tres dias de duracién entre marzo de 2012 y
febrero de 2013. El drea de estudio comprende dos cuerpos de agua temporales donde se
reproduce la especie, identificados como C1 (34°39’ 48,6” S) (54°13’ 14,3” W) y C2t
(34°39’ 49,7”S) (54°13’ 33,4”W) (Fig. 1.1b, capitulo 1y Fig. 1a y 1b, apéndice 1), los cuales
se encuentran separados por 215,78 m. Los datos de temperatura media (°C),
precipitacion total acumulada (mm) (Fig. 1.2, capitulo 1) y humedad relativa media (%) en
la zona durante el periodo de muestreo fueron obtenidos a partir de la estacién
meteoroldgica n ° 865650 de Rocha, que se encuentra ubicada a 20 km del area de estudio
(datos disponibles en http://www.tutiempo.net/clima/ROCHA/865650.htm).

Para la caracterizacion del microhabitat reproductivo, fueron registradas distintas
variables relacionadas con los cuerpos de agua y con la vegetacién del lugar. Tanto dentro
del charco como en su entorno mas préximo, se determind la vegetacidn presente y
dominante; los distintos estratos y el porcentaje de cobertura vegetal (%).
Adicionalmente, para cada charco se registré el tipo de sustrato, el tamafio (m?) y la
profundidad en cm (utilizando un metro plegable de plastico de 1 mm de precision)
(Pereyra et al., 2011). Para conocer el tamafio del charco, se tomaron sus medidas de
largo, ancho y las diagonales con una cinta métrica (10 mm de precision). Luego se ubicé
el sitio en Google Earth y se digitalizd en funcion de las medidas tomadas en campo.
Finalmente, esos datos se ingresaron a un SIG a través del cual se calculé el area vy
perimetro de cada charco.

Se realizd6 un muestreo en cada charco por evento reproductivo, durante la
mafiana-tarde (entre las 11:00 y las 20:30 horas) y de manera estandarizada (los charcos
se recorrieron desde los bordes hacia el centro, siguiendo un espiral, durante, al menos,

tres horas). Al comienzo de cada muestreo fueron tomados datos de temperatura y pH del
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agua y temperatura del aire. Todos los individuos encontrados en actividad reproductiva
fueron capturados, sexados (machos se identificaron por la presencia de saco vocal
desarrollado) y se colocaron en frascos etiquetados individualmente con una pequeiia
cantidad de agua del lugar. Las parejas en amplexo también fueron capturadas y se
depositaron en recipientes pldsticos con agua y un poco de vegetacion del charco. En cada
punto de captura se midid la profundidad (cm) y temperatura del agua (°C) y la distancia
en metros al borde mas cercano del charco. Simultdaneamente fueron registrados los usos
de la vegetacién que realizan los machos, hembras y las parejas en amplexo y también los
comportamientos exhibidos por los individuos en el momento de captura. Por otra parte,
se tomaron las medidas en cm entre machos que se encontraban vocalizando muy cerca.
Todos los individuos fueron medidos (longitud hocico-cloaca = LHC) con un calibre digital y
se determiné su masa utilizando un dinamémetro (Pesola®) de 0,01 g de precision.

Finalmente se liberaron en el mismo sitio de captura.

Procesamiento y analisis de datos

Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa PAST (PAleontological
STatistics), version 1.94 b y Statistica versién 6.1. En todos los casos para probar la
homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos se utilizaron las pruebas de
Levene y de Shapiro Wilk (SW), respectivamente. El nivel de significacion se establecié a
a=0,05.

Para corroborar la asociacién entre la distancia al borde del charco (DB) y la
profundidad del agua se efectuaron analisis de regresion lineal entre estas variables. La
variacion a lo largo de los eventos reproductivos en la temperatura del agua (TA) se evalué
a través del test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Por otra parte, la actividad de
vocalizacidn de los machos se clasificé categéricamente en 0 (ausencia) y 1 (presencia) y
para estudiar la asociacion entre esta variable de respuesta binaria y la variable
independiente DB se efectud un analisis de regresidon logistica. Adicionalmente, para
determinar si existen diferencias significativas en la DB entre machos vocalizadores (V) y

no vocalizadores (NV) se utilizé el test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Finalmente, se calculd el indice de condicion corporal (ICC) de los machos a partir
de los residuos de la regresion entre el log 1o de la masa (g) y el log 10 de LHC (mm)
(Reading, 2007). Se comparé el ICC entre machos vocalizadores y no vocalizadores a través

del test no paramétrico U de Mann-Whitney.

RESULTADOS

A partir de la presencia de machos vocalizando y de parejas en amplexo, fueron
identificados cuatro eventos de reproduccién para M. montevidensis en la BLR durante el
afo de estudio. Los mismos ocurrieron en los meses de agosto, octubre y diciembre de
2012 y en febrero de 2013. En C2t se encontré actividad reproductiva durante los cuatro
eventos, mientras que en C1 solo se observd en agosto y octubre. Se encontraron en total
413 individuos en actividad reproductiva. De ese total, un 81,8% fueron machos y el
restante 18,2% hembras. Adicionalmente, se identificaron 59 parejas en amplexo; 22 en el

mes de agosto, 27 en octubre, 11 en diciembre y 2 en febrero.

Descripcion del microhabitat reproductivo

Ambos charcos monitoreados corresponden a cuerpos de agua temporales poco
profundos (por debajo de los 30 cm de profundidad) (Tabla 2.1) que tuvieron agua en la
mayoria de los meses a lo largo del afio de estudio. En este sentido, el charco C1 tuvo agua
entre los meses de abril y octubre; en marzo se encontré totalmente seco, mientras que
en los meses comprendidos entre noviembre y febrero de 2013 solamente se encontro el
fondo himedo. Por otra parte el charco C2t, también estuvo seco durante el mes de
marzo, el resto de los meses presentd niveles considerables de agua, con excepcién de
noviembre y enero donde se vio el fondo hiumedo y una disminucién considerable en el
volumen de agua, respectivamente. El drea del charco C1 fue de aproximadamente 338,83
m? y su perimetro de 77,63 m; mientras que en C2t el area fue de 797 m? y el perimetro
de 109,1 m. Los cambios en la temperatura media del agua (°C), profundidad media del
agua (cm), pH del agua y sustrato del charco a lo largo de los distintos eventos de

reproduccién en el area de estudio se muestran en la tabla 2.1
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En el sistema de estudio (incluye cuerpos de agua reproductivos y el entorno mas
proximo), la vegetacion estuvo compuesta por herbazales hidréfilos, mesoéfilos y xeroéfilos
(Fig. 2.1). En el herbazal hidréfilo las formaciones vegetales dominantes fueron: 1)
caraguatal (compuesto por especies del género Eryngium); 2) juncal (compuesto por
Juncus macrocephalus y Schoenoplectus californicus “Junco”); 3) pastizal hidrdéfilo (pastizal
denso de hasta 50 cm de altura representado por Ischaemum minus, Eleocharis sp.,
Panicum gouinii, Leersia hexandra y Hydrocotyle sp. (redondita de agua), entre otras); y 4)
hunquillar (dominado por Juncus acutus de hasta 1 m de altura). En el herbazal mesdfilo la
formacién vegetal principal fue el pastizal psamofilo representado por Panicum
sabulorum, Baccharis spicata, Androtrichum trigynum y Achyrocline satureioides, Pluchea
sagittalis, entre otras. Por ultimo, en el herbazal xeréfilo la formacién vegetal dominante
fue la estepa psamodfila que es un pastizal abierto dominado por Panicum racemosum
(pasto dibujante), Margyricarpus pinnatus e Hydrocotyle sp. También se registrd la
presencia de Acacia longifolia en la zona (Fig. 2.1).

La vegetacion psamofila se dispone sobre lomas de arena cuya cobertura vegetal
es de aproximadamente el 75 % y se distinguen dos estratos: el primero de hasta 15 cm de
altura estd dominado principalmente por Panicum sabulorum; en el segundo se
encontraron mayoritariamente Baccharis spicata y Androtrichum trigynum, con una altura
de entre 30-50 cm. Por otra parte, la vegetacidn hidréfila es la dominante en el sistema
con una cobertura del suelo de aproximadamente el 80-90 %. La misma presenta dos
estratos principales; el primero esta conformado por pastizal hidréfilo de entre 25-50 cm
de altura (Fig. 2.2), mientras que el segundo (de hasta un metro de altura) esta constituido
principalmente por Schoenoplectus californicus, Juncus acutus y caraguatales. Dentro de
los cuerpos de agua el porcentaje de vegetacion emergente varid entre las distintas
estaciones siendo del 60% en otofio, entre 50-60% en primavera, menor al 20-30% en

invierno y mayor o igual al 75% en verano.
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FIGURA 2.1. Sistema de estudio, donde puede distinguirse claramente la vegetacién psamdfila e hidréfila, asi como la
presencia de Acacia longifolia.

FIGURA 2.2. Sitio reproductivo de M. montevidensis en la BLR. Se distingue la vegetacion hidrdfila, representada
mayoritariamente por el pastizal hidréfilo de entre 25-50 cm de altura y también pueden observarse juncos.
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TABLA 2.1. Datos de muestreo y variables descriptivas de los cuerpos de agua utilizados por Melanophryniscus
montevidensis durante los eventos de actividad reproductiva en la BLR. REFERENCIAS: TMA: temperatura media del
agua (°C); SD: desvio estandar; min: valor minimo; max: valor maximo; PMA (cm): profundidad media del agua.

Dia de

22/08/12 22/08/12 30/10/12 31/10/12 20/12/12 22/02/13
muestreo
Charco 1 2t 2t 1 2t 2t
Hora
11:00/14:10 15:03/18:10 12:00/15:15 17:10/20:20 12:50/16:00 13:20/16:40
inicio/fin
TMA+SD 24,38+1,56 22,66 +1,12 20,42 £ 0,50 30,23 +1,78 27,35+1,24 29,11 £ 2,25
(min-max) (21,2-27,4) (21,2-27,4) (19,2-21,7) (25,6-32,3) (24,3-29,4) (18,3-31,5)
pH agua 6,96 6,72 7,24 6,48 7,27 6,74
PMA £ SD 4,22 +2,35 6,61 2,03 6,81+ 2,50 6,79 3,63 15,54 + 5,50 13,39+ 2,29
(min-max) (1-10) (0,8-10,9) (1-13,5) (1,5-12,2) (2,2-23,8) (6,9-22)
Sustrato
arenoso arenoso arenoso arenoso arenoso arenoso
del charco

Uso del microhabitat reproductivo

A partir de los datos registrados en el punto de captura de cada individuo, a lo
largo del estudio, la temperatura del agua (TA) (°C) presentd variacion significativa entre
los distintos eventos reproductivos (H=171,20; p<0,05) (Fig. 2.3); y un valor medio de
24,90 + 3,99 (17,6-32,3) °C. La distancia media al borde mas cercano del charco (DB) fue
de 3,87 + 2,91 (0,24-11,37) m. Se encontrd una correlacién significativa entre la DB (m) y
la profundidad del agua (cm) (R?=0,62; p<0,05) (Fig. 2.4).

Los datos de TA (°C) y DB (m) para machos, hembras y parejas en amplexo de M.
montevidensis en los cuerpos de agua reproductivos se resumen en la tabla 2.2. La
mayoria de los machos se encontraron entre los 0 y 3 m de distancia al borde mas cercano
del charco (Fig. 2.5a) a temperaturas comprendidas entre los 25 y 29° C (Fig. 2.5b). Por
otra parte, las hembras y las parejas en amplexo también predominaron en las zonas
proximas al borde del charco (entre 0-3 m) (Fig. 2.6a y 2.6b) a temperaturas del agua
comprendidas entre los 17 y 21 °C (Fig. 6a) y entre los 17 y 25 °C, respectivamente (Fig.
2.6b). El 73% de los machos hallados dentro de los cuerpos de agua reproductivos fueron

no vocalizadores, mientras que el restante 27% estaba vocalizando. La DB media para los
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vocalizadores fue de 2,92 + 2,47 (0,28-10,0) m; mientras que para el resto de los machos
fue de 4,27 + 3,03 (0,3-11,37) m. Se encontré una asociacion entre la actividad de
vocalizacién con la DB (m) (Chi’=12,41; p<0,05). Los machos vocalizadores utilizaron
posiciones mas cercanas al borde del charco en comparacién con los no vocalizadores (U=
5440; p<0,05) (Fig. 2.7). Finalmente, se encontraron diferencias significativas en el indice
de condicion corporal (BCI) entre machos vocalizadores y no vocalizadores, presentando
los primeros un mayor BCl y por ende un mejor estado energético, independientemente

del tamafio de los individuos (U=0,99; p<0,05) (Fig. 2.8).

TABLA 2.2. Datos de Temperatura del agua (°C) y Db (m) para machos, hembras y parejas en amplexo de M.
montevidensis en los cuerpos de agua reproductivos en la BLR. REFERENCIAS: TA: Temperatura del agua (°C); DB:
Distancia al borde mas cercano del charco (m); SD: Desvio estandar.

Machos Hembras Parejas en amplexo
TA £ SD (Min-Max) (°C) 25,62+3,71 (19,2-32,3) 24,09+4,13 (17,6-31,5) 22,43+2,86 (18,3-29,9)
DB £ SD (Min-Max) (m) 3,89+2,95 (0,28-11,37) 1,88+1,96 (0,3-8,3) 3,35+2,35 (0,24-10,7)
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FIGURA 2.3. Variacion mensual en la temperatura del agua registrada en los puntos de captura en los cuerpos de agua
reproductivos de M. montevidensis en la BLR.
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FIGURA 2.4. Modelo de regresion lineal entre la distancia al borde del charco (m) y la profundidad del agua registrada
para individuos de M. montevidensis durante los eventos de actividad reproductiva en la BLR.
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FIGURA 2.5. Distribucién de frecuencias relativas de machos vocalizadores y no vocalizadores de M. montevidensis en la
BLR, en funcidn de: a) Distancia al borde del charco (m); b) Temperatura del agua (°C).
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FIGURA 2.6. Distribucién de frecuencias relativas de hembras y parejas en amplexo de M. montevidensis en la BLR, en
funcién de la distancia al borde del charco (m) y de la temperatura del agua (°C). a) Hembras; b) Parejas en amplexo.
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FIGURA 2.7. Variacién en la distancia al borde del charco (m) entre machos vocalizadores y no vocalizadores de M.

montevidensis.
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FIGURA 2.8. Variacién en el indice de condicién corporal entre machos vocalizadores y no vocalizadores de M.

montevidensis.
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Manifestaciones comportamentales

Los comportamientos y el uso de la vegetacién que presentaron los individuos de
la especie durante la actividad de reproduccién fueron categorizados para machos
vocalizadores y no vocalizadores, hembras y parejas en amplexo. Para machos
vocalizadores se agruparon en: 1. vocalizando flotando, 2. vocalizando sobre vegetacion,
3. vocalizando sujeto a vegetacion; y para los no vocalizadores en: 1. desplazandose, 2.
entre la vegetacién y 3. flotando o sobre vegetacidén. Por otra parte en hembras se
consideraron dos categorias: 1. desplazdndose y 2. entre la vegetacién. Finalmente, para
las parejas en amplexo los comportamientos exhibidos se agruparon en: 1. quietos en la
vegetacion, 2. nadando y 3. quietos en el espejo de agua. El 92% de los machos que se
encontraron vocalizando en el cuerpo de agua, estaban sujetos a la vegetacién (Fig. 2.9).
Estos machos presentaron una postura corporal tipica de vocalizacidn que consiste en
inflar el saco vocal, separar los brazos, sujetarse con ambas manos a la vegetacion
(principalmente gramineas) y separar las piernas (Fig. 2.10). En cambio, la mayoria de los
machos que no estaban vocalizando (72,5%) fueron observados principalmente
desplazandose activamente dentro del charco (Fig. 2.11). Este mismo comportamiento fue
observado en el 87,5% de las hembras en actividad reproductiva (Fig. 2.12). Finalmente,
las parejas en amplexo presentaron los tres comportamientos observados en
proporciones similares (Fig. 2.13). Sélo fueron observadas in situ dos puestas fijadas a la
vegetacion muy cerca del borde del charco a unos 2 cm de la superficie del espejo de
agua.

Fueron observados cuatro combates entre machos que consistieron en luchas
directas cuerpo a cuerpo. Este comportamiento se observé en machos que se encontraba
vocalizando a menos de 10 cm de distancia uno del otro. Los machos que vocalizaban
cerca, pero a distancias mayores (por ejemplo a 15, 18, 22 y 50 cm) no exhibieron este
tipo de comportamientos. En dos de los combates se pudo constatar que los machos mas
pequefios se retiraron, resultando vencedores los machos de mayor tamafo (Tabla 2.3).
En otro combate donde se enfrentaron individuos con tamanos similares (macho 1:
LHC=22,19 mm; m=1,15 g; macho 2: LHC=22,38 mm; m=0,95 g), luego de unos minutos de

pelea (ambos con los sacos vocales inflados), los machos se separaron y salieron nadando
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en direcciones opuestas. En el mes de octubre en C2t se pudo observar por Unica vez a un
macho (LHC=21,33; m=0,85g) intentando desplazar muy bruscamente a empujones a otro
macho (LHC=21,38 mm; m= 1,05 g) que se encontraba en amplexo. El macho desplazador
no tuvo éxito y luego de unos minutos la pareja en amplexo se alejé del lugar nadando

rapidamente.

B Machos wocalizadores

100 ~
90 1
80
70 A
60 -
50 1
40 A
30 A
20 A
10

Frecuencia relativa

flotando sobre vegetacion sujeto a vegetacion

Comportamiento

FIGURA 2.9. Distribucidn de frecuencias relativas de machos vocalizadores de M. montevidensis en la BLR, entre las
distintas categorias de comportamientos observadas: 1. flotando; 2. sobre vegetacion y 3. sujeto a vegetacion.

FIGURA 2.10. Macho de M. montevidensis vocalizando con postura de vocalizacion tipica durante un evento de actividad
reproductiva en agosto de 2012.
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FIGURA 2.11. Distribucidn de frecuencias relativas de machos vocalizadores de M. montevidensis en la BLR, entre las
distintas categorias de comportamientos observadas: 1. flotando; 2. sobre vegetacidon y 3. sujeto a vegetacion.
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FIGURA 2.12. Distribucion de frecuencias relativas de hembras de M. montevidensis en la BLR, entre las distintas
categorias de comportamientos observadas: 1. desplazandose; 2. entre vegetacion.
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FIGURA 2.13. Distribucion de frecuencias relativas de parejas en amplexo de M. montevidensis en la BLR, entre las
distintas categorias de comportamientos observadas: 1. quietos entre vegetacion; 2. nadando; 3. quietos en el espejo de
agua.
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TABLA 2.3. Datos de longitud hocico-cloaca (LHC) y masa (g) de machos de M. montevidensis observados en combate
durante el estudio en la BLR. NOTA: en ambos casos la letra a representa al macho vencedor.

COMBATE 1 LHC (mm) Masa (g)
Macho a 22,07 1,2
Macho b 20,15 0,9
COMBATE 2 LHC (mm) Masa (g)
Macho a 21,55 1,15
Macho b 20,49 0,85
DISCUSION

Caracterizacion y uso del microhabitat reproductivo

En la Barra de la Laguna de Rocha, Melanophryniscus montevidensis utilizd como
sitios reproductivos cuerpos de agua temporales de tamafios variables, con sustratos
arenosos y poco profundos (menores a 30 cm). El aspecto del agua fue claro en todas las
instancias de actividad y el pH cercano a 7. La vegetacidon hidréfila fue la mas
representativa del sistema y muy abundante tanto dentro del charco (en el fondo vy
emergente) como fuera del mismo, volviéndose notoriamente mas densa hacia los
bordes. La utilizaciéon de charcos temporales con profundidades menores a los 50 cm
durante el evento reproductivo se reportd previamente para otras poblaciones de la
especie en Uruguay (Kolenc, 1988; Prigioni & Garrido, 1989; Alonzo et al., 2002; Maneyro
& Achaval, 2004). Adicionalmente, la preferencia por habitats efimeros superficiales con
densa vegetacion, tanto dentro como fuera del agua, ya habia sido observada en otras
especies del género como Melanophryniscus rubriventris y M. stelzneri en Argentina
(Bustos Singer & Gutiérrez, 1997; Vaira, 2005; Pereyra et al., 2011).

Recientemente se ha reconocido el papel del “habitat complementario” en la
determinacién del uso de los sitios reproductivos en anuros, ya que se demostrd que
muchas especies solo se reproducen si los mismos poseen habitats adyacentes especificos
gue les proporcionen refugio y alimento (Pope et al., 2000; Blomquist & Hunter Jr., 2009;
Lemckert & Mahony, 2010). En las cercanias de los cuerpos de agua donde se reproduce
M. montevidensis se destaca la presencia de Schoenoplectus californicus, Juncus acutus y

caraguatales, donde se han encontrado en reiteradas ocasiones individuos de la especie
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refugiados durante el muestreo en la Barra de la Laguna de Rocha (capitulo 3). También se
han observado animales forrajeando activamente en estas zonas adyacentes. En este
sentido, Lemckert & Mahony (2010) proponen que las investigaciones vinculadas con los
sitios de reproducciéon de anuros deben considerar los los habitats no reproductivos
adyacentes asociados si se quiere lograr una correcta comprension de la funcién de los
habitats.

La temperatura del agua presentd variacién entre los distintos eventos de
reproduccién, siendo mas alta en los meses de diciembre y febrero, donde se registraron
las maximas temperaturas medias mensuales a lo largo del afio de estudio. No obstante,
cabe destacar que el agua se presenté de templada a calida (medias por encima de los
20°C) en cada una de las instancias reproductivas y muy pocos individuos fueron
encontrados en las zonas de los charcos donde las temperaturas fueron iguales o mayores
a 30°C. Esto es esperable a causa de la condicidn ectoterma y la presencia de una piel
delgada y desnuda, altamente permeable en estos animales (Wells, 2007).
Adicionalmente, M. montevidensis presenta un rapido proceso de metamorfosis (un mes
aproximadamente) (Maneyro & Carreira, 2012), al igual que el resto de las especies del
género (Langone, 2002). Esto representa una ventaja para especies que se reproducen en
habitats temporales y puede estar relacionado con las altas temperaturas que prevalecen
en aguas de escasa profundidad (Griffiths, 1997). La temperatura influye en el crecimiento
y la tasa de desarrollo en larvas de anuros (Harkey & Semlitsch, 1988); por lo tanto, aguas
mas calidas podrian acelerar el desarrollo larval en cuerpos de agua con duracién corta e
impredecible.

Por otra parte, los machos, hembras y parejas en amplexo se encontraron
mayoritariamente en las zonas menos profundas cerca del borde del charco, donde la
vegetacidon sumergida y emergente fue notoriamente mdas densa. Para poder entender
este patrén observado, se proponen dos posibles explicaciones no excluyentes. En primer
lugar, la vegetacidon podria proporcionar heterogeneidad al habitat brindando refugios
frente a potenciales depredadores (Kopp et al., 2006; Pereyra et al., 2011). Apoyando esta
idea, diversos trabajos han encontrado que la riqgueza de especies de anuros se asocia

positivamente con el grado de vegetacion emergente en el borde del charco (Lane et al.,
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2007). Otra posible explicacion estaria vinculada con el hecho de que una densa
vegetacidn podria generar un menor gradiente térmico, evitando un aumento rapido de la
temperatura del agua, reduciendo el riesgo de desecacion (Pereyra et al., 2011). Estos dos
factores podrian estar influyendo en la preferencia de los individuos de M. montevidensis
por determinados sitios dentro de los cuerpos de agua reproductivos en la BLR.

Los machos vocalizadores fueron encontrados en regiones mds cercanas al borde
del charco reproductivo en relacién con los no vocalizadores. Kolenc (1988) habia
reportado que los machos de la especie vocalizaban desde las orillas. Como se menciond
anteriormente, la densa vegetacidn presente en esta zona podria ser utilizada como
refugio y esto seria ventajoso ya que durante la actividad de vocalizacién los machos
generalmente se vuelven mas conspicuos frente a los depredadores (Wells, 2007).
Adicionalmente, la vegetacion hidrdéfila del charco (principalmente las gramineas) es
utilizada por los machos como apoyo o sujecién durante las vocalizaciones. Patrones
similares fueron encontrados en Melanophryniscus stelzneri stelzneri de Argentina, donde
los machos se observaron vocalizando en las orillas, apoyados en la vegetacion vy
permaneciendo ocultos si la cobertura vegetal era lo suficientemente densa (Bustos-
Singer & Gutiérrez, 1997). En las agregaciones reproductivas de M. montevidensis los
machos superan ampliamente en nimero a las hembras, por lo cual su éxito reproductivo
dependerd de la capacidad para localizar a las hembras (Wells, 1977). En consecuencia,
ocupar posiciones cercanas al borde del charco seria una buena estrategia para los
machos vocalizadores ya que podrian interceptar primero a las hembras gravidas que van
llegando al charco en busca de amplexos, en respuesta a sus llamados. Finalmente, se
encontrd que independientemente del tamaio corporal, los machos de M. montevidensis
vocalizadores presentaron mayor indice de condicidn corporal que los no vocalizadores y
por ende un mejor estado energético. Este resultado es esperado “a priori” ya que la
actividad de vocalizacion es energéticamente muy costosa y requiere de una fuerte
asignacion de recursos por parte de los machos (Leary et al., 2004), que deben poseer
buenas reservas energéticas. Para ello, estos machos probablemente destinen una parte
importante de la energia durante el periodo de inactividad a mejorar el estado corporal

(Reading, 2007) en lugar de invertirla toda en crecimiento.
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La idoneidad de un sitio reproductivo para una especie puede evaluarse a través
de la presencia de la misma en el sitio (Goldberg et al., 2006). En el presente estudio, los
cuerpos de agua identificados como sitios reproductivos para M. montevidensis fueron
utilizados en varios eventos reproductivos; lo cual indica que la puesta de huevos en estos
charcos no constituye un evento ocasional. Adicionalmente, reforzando la idea anterior,
fueron identificados los mismos individuos de la especie, utilizando el mismo charco
especifico en distintos meses de actividad reproductiva a través de fotoidentificacién
(Capitulo 1). Un patrén similar fue encontrado en M. stelzneri en las sierras de Cérdoba,
Argentina (Pereyra et al., 2011). Por lo expuesto anteriormente se podria considerar que
los cuerpos de agua reproductivos utilizados por M. montevidensis en la BLR serian sitios

muy apropiados para su actividad reproductiva y posterior desarrollo larval.

Manifestaciones comportamentales

En la poblaciéon de estudio sélo el 27% de los machos encontrados fueron
vocalizadores, mientras que el restante 73% fueron no vocalizadores. Los machos
vocalizadores utilizaron principalmente ejemplares de Hydrocotyle y gramineas como
apoyo y sujecidn mientras cantaban. El 92% de estos machos fueron observados sujetos a
la vegetacion y en todos los casos presentaron una postura tipica de vocalizacion. El uso
de la vegetacién durante la actividad de vocalizacién se observd previamente en M.
montevidensis (Alonzo et al., 2002; Maneyro & Carreira, 2012); en otras especies del
género (Bustos Singer & Gutiérrez, 1997; Vaira, 2005), asi como en otras especies de
anuros (Avila et al., 2004; Zank et al., 2008). Por otra parte, los machos no vocalizadores
también fueron hallados sobre vegetacion o entre ella. No obstante, la gran mayoria
(72,5%) se observd desplazandose activamente por el cuerpo de agua. Wells (1977)
plantea que en agrupaciones de reproductores explosivos cuando la densidad de machos
es alta, estos deben alternar la actividad de vocalizacidn con otras estrategias
comportamentales para obtener amplexos. Dentro de estas tdcticas alternativas se
distinguen la busqueda activa de hembras, combates con otros machos o el
desplazamiento de machos en amplexo para robar a la hembra (Pombal & Haddad, 2005).

En los sitios reproductivos fueron observadas densas agregaciones de individuos y los
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machos de M. montevidensis siempre fueron mas abundantes que las hembras.
Consecuentemente, los machos que se encontraron desplazandose dentro del charco,
podrian estar buscando activamente hembras gravidas. Comportamientos alternativos ya
han sido observados en muchas otras especies del género como M. stelzneri, M.
rubriventris, M. cambaraensis y M. montevidensis de Argentina; siendo la busqueda activa
de hembras la estrategia mas utilizada por los machos (Bustos Singer & Gutiérrez, 1997;
Vaira, 2005; Goldberg et al., 2006; Caorsi, 2011; Cairo et al., 2008).

La mayoria de las hembras de M. montevidensis también se encontraron
moviéndose activamente en el cuerpo de agua. No obstante, a lo largo de los eventos
reproductivos el porcentaje de hembras gravidas observado fue muy bajo (sélo un 18,2%),
por lo cual seria necesario efectuar mas estudios para comprender el comportamiento de
las mismas. Por otra parte, fueron observadas 59 parejas en amplexo. Durante el abrazo
nupcial, la pareja de M. montevidensis flota en el cuerpo de agua ayudandose con la
vegetacion emergente y luego se sumerge a intervalos regulares al fondo del charco para
depositar en la vegetacién sumergida un grupo de huevos (Kolenc, 1988; Alonzo et al.,
2002). En este estudio, no fue posible observar el comportamiento de amplexo completo
hasta el desove “in situ”. Las parejas se hallaron nadando o quietas en la vegetacion o en
el espejo de agua, probablemente en alguna de las etapas del comportamiento antes
descrito. Cabe destacar que no fueron observados amplexos entre machos, ni amplexos
multiples (una hembra abordada por varios machos), lo cual puede ser frecuente en
agregaciones de reproductores explosivos (Wells, 1977). En una sola oportunidad se
observé un macho de la especie intentando desplazar a otro que se encontraba en
amplexo. Este comportamiento agresivo es comun en machos con reproduccidn explosiva
y fue reportado previamente en otras especies del género (Vaira, 2005, Goldberg et al.,
2006, Caorsi, 2011). Soélo fueron observadas “in situ” dos puestas fijas a gramineas
sumergidas muy cerca del borde del charco a unos 2 cm de la superficie del espejo de
agua. Un patrdn similar se encuentra en M. stelzneri donde los huevos son depositados
cerca de la orilla a poca profundidad y adheridos a la vegetacién (Bustos-Singer &

Gutiérrez, 1997). La utilizacion de la vegetacion tanto para sujecion durante la vocalizacion
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y el amplexo, como para el soporte de los huevos, resaltaria la importancia de su
presencia en los cuerpos de agua reproductivos utilizados por M. montevidensis.

Ademas del comportamiento agresivo de macho desplazador, fueron observados
cuatro combates cuerpo a cuerpo entre machos de M. montevidensis. Interacciones fisicas
entre machos de la especie han sido observadas en otras poblaciones de Uruguay (Prigioni
& Garrido, 1989; Alonzo et al., 2002). Las luchas se desencadenaron cuando los individuos
vocalizaban a menos de 10 cm uno del otro. Para una poblacién de la especie del este de
Uruguay, se encontraron resultados similares ya que las exhibiciones agresivas se
desencadenaron cuando los machos transgredieron los 10 cm de separacion (Alonzo et al.,
2002). Zank et al (2010) plantean que el mantenimiento de una distancia minima entre los
machos vocalizadores es importante cuando la densidad de machos es grande ya que
propicia una disminucién en el nUmero de interacciones agresivas. En dos de los combates
observados en el presente trabajo se pudo constatar que los machos mas pequefios se
retiraron vencidos luego de luchar por unos minutos con machos mas grandes. Cuando los
machos presentaron tamafios corporales similares, ninguno resulté vencedor ya que luego
de varios minutos de combate estos se separaron y nadaron simultdneamente en
direcciones opuestas. En una poblacidon de Pseudis minutus en Brasil, no se observaron
comportamientos agresivos cuando la diferencia de tamafios fue considerable, ocurriendo
solamente una interaccidn acustica entre los individuos. Sin embargo cuando los machos
presentaron tamafios similares hubo interaccién acustica vy fisica, resultando de ésta un
vencedor (Zank et al., 2008). Sin embargo, esta especie, a diferencia de M. montevidensis,
es de reproduccién prolongada y estacional. Por lo tanto, el comportamiento observado
en M. montevidensis puede estar relacionado con la dindmica reproductiva explosiva, ya
gue debido a la estrecha ventana temporal de la reproduccidn, los machos invierten todos
SuUS recursos en ese evento y no necesitan “ahorrar” energia evitando pelear con machos
mas grandes, donde tienen bajas probabilidades de ganar una pareja. En cambio, especies
con reproduccidn prolongada evitan este tipo de enfrentamientos, ya que deben focalizar
su energia en el mantenimiento de la actividad de vocalizacién sostenida durante periodos
mas extensos, ya que su éxito reproductivo depende de la persistencia en el sitio de

reproduccién (Wells, 1977).
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En base a los resultados obtenidos, se podria confirmar que ademas de la
vocalizacidn como estrategia para atraer a las hembras coespecificas, los machos de M.
montevidensis en la BLR utilizan estrategias comportamentales alternativas cuando sus

densidades son altas, principalmente la busqueda activa de hembras.

CONCLUSIONES

En la BLR, Melanophryniscus montevidensis utiliza como sitios reproductivos cuerpos de
agua temporales de tamafios variables, con sustratos arenosos y poco profundos. La
vegetacion hidrdéfila fue la mas representativa y muy abundante tanto dentro como fuera
del charco, y fue utilizada tanto para sujecidon durante la vocalizacion y el amplexo como
para el soporte de los huevos. El “hdbitat complementario” jugaria un papel en la
determinacién del uso de los sitios reproductivos en la poblacién, ya que les proporciona,
entre otras cosas, sitios de refugio. No se puede rechazar la hipdtesis propuesta ya que los
machos, hembras y parejas en amplexo prefieren las zonas cercanas al borde del charco
con vegetacion mas densa que posiblemente les brinda refugio y ademads genera un
menor gradiente térmico, reduciendo el riesgo de desecacién. Los machos vocalizadores
ocuparon posiciones mas cercanas al borde del charco y ademds presentaron un mejor
estado energético en relacidn con los no vocalizadores. Permanecer en estas zonas seria
una buena estrategia (considerando las altas densidades de machos encontradas en los
sitios reproductivos) ya que los que permanecen mas cerca del borde podrian interceptar
primero a las hembras grdvidas que van llegando. Ademas de la vocalizacion como
estrategia para atraer a las hembras coespecificas, los machos utilizaron tacticas
alternativas para obtener pareja como la busqueda activa de hembras y comportamientos
agresivos como el de macho desplazador y combates fisicos. Todos estos
comportamientos son comunes en anuros con dinamica reproductiva explosiva como la
exhibida por M. montevidensis. Considerando que la pérdida, fragmentaciéon vy
degradacion del habitat es una de las principales causas propuestas para la disminucion
observada en las poblaciones de la especie en el pais, incorporar datos vinculados con la
caracterizacion y uso de los microhabitats reproductivos en planes de manejo resultaria

crucial para una estrategia de conservacion a futuro en Uruguay.
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CAPITULO 3. “Andlisis de los movimientos en una poblacion uruguaya de
Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae) a través del reconocimiento

individual por fotoidentificacion”
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INTRODUCCION

El estudio de los patrones de movimientos permite conocer distintos aspectos de
la historia natural de los organismos, como sitios de forrajeo, refugio, reproduccion,
capacidad de dispersion y distancia de migracidon, entre otros (Wells, 2007). En
comparacion con algunos vertebrados terrestres, los anfibios no son animales muy
vagiles, aunque recursos importantes del habitat para ellos (como los sitios de
reproduccidn y alimentacién) estdn separados en espacio y tiempo (Sinsch, 1988). En
general, se caracterizan por presentar un patrén de movimiento tipico con muchos
movimientos cortos y pocos largos (Wells & Wells, 1976), una baja capacidad de
dispersién y una alta fidelidad de sitio (Smith & Green, 2005; Caldwel & Shepard, 2007).
Posiblemente los movimientos de los anfibios mas comunmente reconocidos son las
migraciones estacionales hacia y desde las areas de actividad reproductiva (Semlitsch,
2008). Estos desplazamientos rara vez exceden unos pocos cientos de metros, no
obstante, algunas especies pueden recorrer grandes distancias hasta su sitio de
reproduccién tradicional (Stuart at al., 2008).

En anuros, los movimientos son determinados tanto por factores intrinsecos como
extrinsecos (Vitt & Caldwell, 2009). Por ser ectotermos y poseer una piel permeable, son
muy sensibles a las variables ambientales, principalmente a la temperatura y humedad,
para regular su actividad (Guimardes et al., 2011; Sluys & Guido-Castro, 2011). En
consecuencia, los movimientos son mayores durante los dias lluviosos o humedos, (Husté
et al., 2006) y usualmente se producen de noche, cuando la humedad alta reduce el riesgo
de desecacion (Vitt & Caldwell, 2009; Santos & Grant, 2011). Durante el dia se refugian en
lugares sombreados y humedos (por ej: vegetacion del suelo, cuevas naturales o
construidas, etc) para evitar las temperaturas extremas (Tozetti & Toledo, 2005; Yu et al.,
2010). Por otra parte, dentro de una especie, grandes tamafios corporales permiten
mayores distancias de movimientos (Lemckert, 2004; Tozetti & Toledo, 2005). Esto se
debe a que individuos mas pequefos tienen menor capacidad locomotora y son
propensos a perder el agua mas rdpidamente, por lo tanto, recorren distancias mas cortas

(Semlitsch, 2008). Las distancias recorridas también pueden variar en funcién de las
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estaciones del afio, las estrategias de forrajeo, la edad y el sexo de los individuos (Tozetti
& Toledo, 2005).

En estudios de patrones de movimientos de anuros, para el seguimiento de los
individuos, frecuentemente son utilizadas técnicas como el Radiotracking, los Carreteles
de Hilo y el Marcaje y Recaptura (M-RC) (Heyer et al., 1994; Bradfield, 2004; Bailey, 2004;
Iwai, 2013). Este ultimo método es el mas comun y consiste en marcar a los animales,
liberarlos y luego recapturarlos a intervalos variables. Los movimientos mas largos se
hacen a menudo mas aparentes con largos intervalos de recapturas (Wells, 2007). Existen
varios métodos artificiales para marcar anfibios como amputacién de falanges, tatuajes,
transponders integrados pasivos (PIT) y etiquetas fluorescentes, entre otros (Heyer et al.,
1994; Ferner, 2007). Varios estudios indican que la aplicacion de este tipo de marcas
puede derivar en una mortalidad inducida o provocar efectos subletales sobre el fitness de
los animales (Bradfield, 2004; Sacchi et al., 2010). Alternativamente, la Fotoidentificacién
(FI) es un método de marcaje natural que consiste en registrar fotograficamente patrones
de disefio-coloracidon Unicos para cada animal (Bradfield, 2004). Es una de la técnicas
emergentes mas prometedoras por ser rapida, minimamente invasiva, barata, aplicable a
todas las clases de tamano de postmetamorfos y por permitir la identificacién individual a
largo plazo (Beausoleil et al., 2004; Sacchi et al., 2010). Actualmente, el numero de
estudios que involucran la FI de anfibios viene creciendo a un ritmo acelerado (ver por
ejemplo Bradfield, 2004; Bailey, 2004; Miranda et al, 2005; Del Lama et al., 2011; Ribeiro
& Rui, 2011; Caorsi et al., 2012; Cairo et al., 2013).

Melanophryniscus montevidensis (Philippi, 1902), es un bufénido perteneciente al
género neotropical Melanophryniscus. Es una especie diurna (pero ver Capitulo 1), de
reproduccién explosiva que habita zonas arenosas costeras (Maneyro & Carreira, 2012).
Se encuentra amenazada a nivel local y global debido a su drastica disminucidn
poblacional a causa de la destruccion y degradacion del habitat, su acotada extension de
ocurrencia (sur de Uruguay y costa sur de Rio Grande do Sul, Brasil) y la creciente
urbanizacion de las zonas costeras, entre otros factores (Langone, 2004).

En el presente estudio se analizan los movimientos de los individuos de M.

montevidensis en la Barra de la Laguna de Rocha (BLR) (Rocha, Uruguay). El estado de
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conservacion de esta especie impide que las técnicas de marcaje invasivo sean aceptables;
por lo cual se utilizd la Fl a partir del patrén de coloracién ventral de los sapos para el
reconocimiento individual. Esta técnica ha sido validada en estudios anteriores para esta
especie (Elgue et al., 2013) y para otros miembros del género Melanophryniscus en Brasil y
Argentina (Caorsi et al., 2012; Cairo et al., 2013; Abadie, 2012). No obstante, estudios que
involucren Fl de marcas naturales para lograr estimaciones de pardmetros poblacionales
en poblaciones de anuros silvestres son muy escasos (ver por ej. Miranda et al., 2005).

El objetivo general de este capitulo es analizar los movimientos de los individuos
de Melanophryniscus montevidensis en la Barra de la Laguna de Rocha utilizando la
Fotoidentificacidn asistida por software como técnica de reconocimiento individual. Los
objetivos especificos son: 1) Analizar la proporcién de sexos en la poblacion; 2) Estudiar la
correlacién entre la actividad de los individuos y las variables climaticas; 3) Analizar la
potencial existencia de una correlacidon entre la Masa (g), LHC (mm) y el tiempo de

recaptura (RC) de los individuos con la distancia recorrida en metros.

Se pondran a prueba las siguientes hipoétesis:

1. El desplazamiento en M. montevidensis esta condicionado por el tamafio corporal.
Prediccidn: los animales mas grandes son los que logran desplazarse a mayores distancias.
2. Las precipitaciones y la humedad influyen en la actividad de M. montevidensis.
Prediccidon: se espera que haya mas individuos fuera de los refugios moviéndose
activamente por el ambiente en los meses humedos y lluviosos.

3. El evento reproductivo condiciona la razén de sexos en M. montevidensis

Predicciones:

a. Razoén de sexos sesgada a favor de los machos durante los eventos de reproduccién.

b. Razén de sexos mads equilibrada fuera de los periodos reproductivos.
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MATERIALES Y METODOS:
Area de estudio

El estudio se desarrollé en la Barra de la Laguna de Rocha (BLR) (34° 40’ 02” Sur;
54° 14’ 00” Oeste), Departamento de Rocha, Uruguay (Fig. 1.1, capitulo 1). Esta zona
forma parte del Paisaje Protegido Laguna de Rocha del Sistema Nacional de Areas
Protegidas (SNAP) (DINAMA, 2010). El drea posee sistemas dunares costeros y praderas
inundables asociadas, donde se forman los cuerpos de agua temporales utilizados por M.

montevidensis.

Trabajo de campo y toma de datos

Se realizaron salidas mensuales de tres dias de duracién cada una entre el periodo
marzo de 2012 y febrero de 2013. Previamente se efectuaron cuatro salidas piloto al area
de estudio (tres entre setiembre-noviembre de 2011 y una en febrero de 2012). Fueron
seleccionados cinco sitios en la BLR para el monitoreo. Estos sitios que incluyen el charcoy
zonas aledafias fueron identificados como C1, C2c, C2t, C3 y C4 (Fig. 3.1a; tabla 1). Los
datos de temperatura media (°C), precipitacién total acumulada (mm) (Fig. 1.3, capitulo 1)
y humedad relativa media (%) en la zona durante el periodo de muestreo fueron
obtenidos a partir de la estacion meteoroldgica n°865650 de Rocha, ubicada a 20 km del
area de estudio (http://www.tutiempo.net/clima/ROCHA/865650.htm).

Durante cada visita a la BLR, los individuos fueron buscados durante el dia en los
sitios seleccionados, a través de busqueda visual activa (Heyer et al., 1994), controlada por
tiempo. La técnica se estandarizé de la siguiente manera: 1) cuatro personas se
distribuyeron aleatoriamente por el ambiente, buscando activamente animales, por un
tiempo inicial de 20 minutos; 2) si al transcurrir este tiempo no aparecia ningun ejemplar
se daba por terminada la busqueda en ese lugar; 3) en el caso contrario, el trabajo
continuaba hasta que pasaran 15 minutos consecutivos sin hallar individuos
(contabilizandose este tiempo a partir del Ultimo animal encontrado).

Todos los individuos hallados fueron capturados, colocados en frascos con un poco
de agua del lugar y etiquetados individualmente con un numero de referencia.

Adicionalmente, en el momento de captura se registré la zona especifica donde se
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encontraba cada animal (Fig. 3.1b) y el comportamiento que presentaba cada individuo;
es decir si estaba activo (por ej. en actividad reproductiva, caminando) o refugiado.
Posteriormente se midid la longitud hocico-cloaca (LHC) con un calibre digital y se
determind su masa utilizando un dinamémetro (Pesola®). Al mismo tiempo, se registro el
patrén ventral de coloracién de cada sapo a través de fotografias utilizando dos cdmaras
NIKON (modelos: L810 y P500; resolucién: 16.0 y 12.1 MP, respectivamente). Desde el
mes de agosto de 2012 los individuos capturados fueron sexados (siempre que fuera
posible) a partir de la presencia del saco vocal desarrollado en machos. Se tomo como
referencia al macho mas pequefio con este caracter para distinguir a los machos adultos.
En el caso de las hembras para lograr tal distincién se considerd la medida de la hembra
mas pequefia encontrada en un cuerpo de agua durante un evento de actividad
reproductiva. Los individuos cuyas medidas estaban por debajo de estos valores de
referencia fueron considerados juveniles. Una vez finalizada la toma de datos, cada

individuo fue liberado en el mismo sitio de captura.

Procesamiento y analisis de datos

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa PAST (PAleontological
STatistics), version 1.94 b y Statistica versién 6.1. En todos los casos para probar la
homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos se utilizaron las pruebas de
Levene y de Shapiro Wilk (SW), respectivamente. El nivel de significacion se establecié a
a=0,05.

En el laboratorio, las fotografias fueron transferidas a una computadora para
generar un banco de datos compuesto por imdagenes de todos los eventos de captura
anteriores. La comparacién de las fotos y la identificacién individual a partir de las marcas
naturales se realizé utilizando el método de Fl asistida por software (Caorsi et al., 2012;
Cairo et al., 2013; Elgue et al., 2013). El programa utilizado fue WILD ID (Bolger et al.,
2011), disponible en http://www.dartmouth.edu/~envs/faculty/bolger.html.

Una vez identificadas las recapturas (RC) por mes, se calculdé su porcentaje a lo
largo de todo el estudio y se efectuaron analisis de regresién lineal entre el nimero de

capturas (C) y RC. Se determind la razén de sexos en la poblacién como el cociente entre
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numero de machos/nimero de hembras para comprobar si las variaciones en sus
frecuencias absolutas siguen un patrdn similar a lo largo del tiempo. Por otra parte, para
estudiar la correlacion entre la proporcién de individuos activos por mes (niumero de
individuos activos/numero total de individuos encontrados) y las variables climaticas
temperatura media (°C), precipitacion total acumulada (mm) y humedad relativa media
(%), se realizaron analisis de regresion lineal entre todas estas variables. Se consideraron
las variables climaticas acotadas a los dias de muestreo, incluyendo también los dos dias
previos.

Finalmente, para analizar los desplazamientos de los individuos dentro y entre los
sitios de estudio, se identificaron los sitios de muestreo en imagenes de alta resolucion.
Utilizando el programa ArcGis 9.3 y los sitios digitalizados se determind el centroide de
cada uno de ellos (Fig. 3.1b) y para estimar la distancia que los separa se registrd la
medida en metros entre todos los centroides en linea recta (Tabla 3.1). También se tomd
la medida en metros entre las zonas especificas donde fueron hallados los individuos
dentro de cada sitio de muestreo. Para los animales que fueron recapturados mas de una
vez, solo se considerd el dato de mayor distancia recorrida en m por ese individuo en las
sucesivas recapturas. Adicionalmente, para evaluar la correlacion entre la Masa (g), LHC
(mm) y el tiempo de RC de los individuos con la distancia recorrida en metros, se
realizaron analisis de andlisis de regresion entre estas variables. No fueron considerados
los individuos que se encontraron en la misma zona especifica del sitio de captura inicial

(para estos animales se considerd distancia de recorrido igual a cero).
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FIGURA 3.1. Imagen Satelital de la BLR tomada y modificada de Google Earth 2013. a. Los puntos verdes indican los
cinco sitios de muestreo seleccionados. b. Los asteriscos negros representan los centroides de cada charco y las marcas
rojas con letras indican zonas especificas de captura mas relevantes dentro de cada sitio. NOTA: La imagen b esta
ampliada, por lo cual, se cambia de posicidn el sitio C4 solo a modo ilustrativo.

TABLA 3.1. Distancias en metros entre los centroides de cada uno de los 5 sitios de muestreo seleccionados en la BLR.

Sitio Distancia
Origen Destino Metros
C1 C2t 255,60
C1 C2c 344,28
C1 C3 499,19
C1 Cc4 1286,49
C2t C2c 111,09
C2t Cc3 247,11
C2t c4 1029,32
C2c C3 195,18
C2c c4 946,81
C3 c4 777,40

RESULTADOS
Capturas y recapturas

A lo largo de los meses de muestreo fueron registrados cuatro eventos de
actividad reproductiva para Melanophryniscus montevidensis en los meses de agosto,
octubre y diciembre de 2012, y en febrero de 2013. Se obtuvieron en total 1867 capturas

con un minimo de 14 en el mes de setiembre de 2011 y un mdaximo de 373 en octubre de
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2012 (Fig. 3.2). Se observaron dos picos de abundancia en las frecuencias absolutas de
capturas que coinciden con meses de actividad reproductiva de la especie (agosto y
octubre de 2012) (Fig. 3.2). Fueron sexados 1049 individuos. El macho mas pequeiio con
saco vocal desarrollado midié 18,26 mm. Por otra parte, la hembra mds pequefia
encontrada en un charco durante un evento de actividad reproductiva como la mas
pequeiia en amplexo midieron 21,82 y 21,83 mm respectivamente. Todos los individuos
que superaron estas medidas de LHC fueron considerados adultos, obteniéndose en la
muestra 731 machos y 318 hembras en esta clase de edad (Fig. 3.3a). Se encontraron 100
individuos juveniles (Fig. 3.3a). De este total (n=100), se asumidé que los animales que
superaron los 18,26 mm de LHC fueron hembras juveniles, mientras que el sexo de los
individuos con tamanos inferiores no pudo ser determinado. La razén de sexos (RS) fue
maxima durante el mes de febrero de 2013 (RS=5,14) y minima en setiembre de 2012
(RS=0,96) (Fig. 3.4).

El software de fotoidentificacién nos permitié reconocer en total 273 RC, a partir
de la tercera salida de campo (noviembre 2011). El minimo fue de un individuo
recapturado en julio de 2012 y el maximo de 69 en octubre de 2012 (Fig. 3.2). Los picos en
las frecuencias absolutas de individuos recapturados también coinciden con meses de
actividad reproductiva, pero en este caso con octubre y diciembre de 2012 (Fig. 3.2).
Analizando las RC, se puede distinguir que un solo individuo fue recapturado cuatro veces
(Fig. 3.5), 26 fueron recapturados dos veces, y el resto una sola vez. El tiempo maximo
transcurrido entre una captura y una recaptura fue de 14 meses y corresponde a dos
machos capturados por primera vez en noviembre de 2011 y recapturados ambos en
febrero de 2013. En cuanto a la proporcién de sexos, fueron recapturados 152 machos y
61 hembras adultos (no fueron recapturados individuos juveniles) (Fig. 3.3b). Al igual que
ocurrié en las capturas, la RS fue minima en setiembre de 2012 (RS=0,91) y maxima en
febrero de 2013 (RS=7,25) (Fig. 3.4). Finalmente, se hallé una correlacidon positiva y
significativa entre el nimero de capturas y el nimero de recapturas (R*=0,86; p<0,05);
encontrdndose un claro incremento en el porcentaje de recapturas a medida que

transcurren las salidas de campo.
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FIGURA 3.2. Variacion mensual en la frecuencia absoluta de capturas y recapturas de individuos de M. montevidensis en
la BLR durante el periodo de muestreo. REFERENCIAS: salidas de campo/meses: 1. set 2011; 2. nov 2011 (1); 3. nov 2011
(2); 4. feb 2012; 5. mar 2012; 6. abr 2012; 7. may 2012; 8. jun 2012; 9. jul 2012. 10. ago 2012; 11. set 2012; 12. oct 2012;
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FIGURA 3.3. Variaciéon mensual en la frecuencia absoluta de machos, hembras y juveniles de M. montevidensis en la BLR
durante el periodo de estudio. a. Capturas. b. Recapturas
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FIGURA 3.4. Variacion mensual en la razén de sexos (n°’machos/n°hembras) para una poblacién de M. montevidensis de
la BLR.

FIGURA 3.5. Ejemplar macho de M. montevidensis recapturado en cuatro oportunidades en la BLR durante el periodo de
estudio. REFERENCIAS: a. Captura inicial: jul 2012, refugiado en C1; b. Recaptura 1: ago 2012, actividad reproductiva en
C2t; c. RC 2: set 2012, activo en C2t; d. RC 3: oct 2012, actividad reproductiva en C2t; e. RC 4: dic 2012, actividad
reproductiva en C2t.

Actividad de los individuos y relacién con variables climaticas

A lo largo del afio de estudio, la proporcion de individuos activos de M.
montevidensis fue maxima durante mayo, junio, agosto y octubre de 2012 y minima en
julio de 2012 (Fig. 3.6 y 3.7). En noviembre de 2012 y enero de 2013 no se encontraron
individuos activos, todos estaban refugiados, principalmente debajo de juncos (Fig. 3.8a) y
caraguatales y en cuevas en el piso (Fig. 3.8b). Fueron recapturados individuos utilizando
el mismo refugio especifico entre los meses. Adicionalmente, se encontrd una correlacién
positiva y significativa entre la proporcién de animales activos y la humedad relativa

media (%) (R?=0,74; p<0,05) (Fig. 3.9), pero no se encontré correlacién con la temperatura
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media (°C) (R?<0,01; p=0,86), ni con la precipitacién total acumulada (mm) (R’=0,17;
p=0,18).

FIGURA 3.6. Individuo de M. montevidensis activo durante el mes de diciembre de 2012 en C4.
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FIGURA 3.7. Variacién mensual en la frecuencia relativa de individuos activos (nimero de individuos activos/nimero
total de individuos encontrados) e inactivos (nimero de individuos inactivos/nimero total de individuos encontrados)
para una poblacion de M. montevidensis de la BLR.
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FIGURA 3.8. Sitios de refugio de M. montevidensis en la BLR observados durante el periodo de estudio. a) Grupos de
Juncus sp., donde se refugiaban los individuos en C1. NOTA: las banderas violetas estan indicando puntos de captura. b)
Individuos refugiados en una cueva en el sitio C2c. FOTO b: Ignacio Lombardo.
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FIGURA 3.9. Modelo de regresion lineal entre la proporcion de individuos activos de M. montevidensis (nimero de
individuos activos/ nimero total de individuos encontrados) y la humedad relativa media (%).

Analisis de los movimientos

El 32,79% de los individuos recapturados (n=244), se hallé6 en la misma zona
especifica del sitio de captura inicial (Fig. 3.10); el 48,36% se encontrd en el mismo sitio
pero en distinta zona especifica y el restante 18,85% se movid a otro sitio distinto (Fig.
3.11a y 3.11b). Considerando a los individuos que se desplazaron dentro o entre sitios
(n=163); la distancia maxima recorrida fue de 746 metros (m) (desde C4 a C3) y la minima
fue de 3,22 m (entre 2 zonas especificas de C4); siendo la media de 89,54 (+107,05) m. El
71,78% de los individuos recorrid distancias menores a 100 m, el 26,38 % se desplazd
entre 100-300 m y solo un 1,84% superd los 300 m (Fig. 3.12). No se encontrd una
correlacién positiva y significativa entre la masa de los individuos y la distancia recorrida
(m) (R*=0,02; p=0,07); en cambio, la correlacion entre LHC (mm) y la distancia (m), fue
marginalmente significativa (R?=0,06; p<0,05). Por otra parte, no se encontrd asociacién

entre el tiempo de recaptura en meses y la distancia recorrida (m) (R*=0,01; p=0,12).
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FIGURA 3.10. Distribucion de los individuos de M. montevidensis que se encontraron en los mismos puntos de captura
inicial. Las letras en el eje de las x representan areas especificas en cada uno de los 5 sitios de muestreo en la BLR.

FIGURA 3.11. Representacién de los desplazamientos de individuos de M. montevidensis entre charcos en la BLR
durante el periodo de estudio. a. Las flechas blancas indican el sentido de lo movimientos y los nimeros debajo indican
el nimero de individuos que realizaron ese recorrido. b. Distancia méxima recorrida por individuo de desde C4 hacia C3.
Imagen Satelital tomada y modificada de Google Earth 2013.
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FIGURA 3.12. Distribucidon de frecuencias relativas de individuos de M. montevidensis en la BLR, entre los distintos
rangos de movimientos observados: 1. hasta 100 m; 2. entre 100 y 300 m; 3. mas de 300 m.
DISCUSION

Los resultados obtenidos confirman la validez (Ver Anexo 3) del método de FI
asistida por software para el reconocimiento individual en M. montevidensis a partir del
patron de coloracidn ventral Unico. Adicionalmente, resaltan la utilidad de esta
herramienta en estudios de M-RC para analizar patrones de movimientos en anuros con
variacion fenotipica considerable, siendo su uso especialmente recomendable a la hora de

trabajar con especies amenazadas, ya que es menos invasiva que los métodos

tradicionales.

Capturas y recapturas

Los picos de abundancia en el nimero de individuos capturados y recapturados a
lo largo del estudio, coinciden con periodos de actividad reproductiva de M.
montevidensis. Esta observacidon es consistente con dos aspectos de la historia de vida de
la especie. En primer lugar, con la dinamica de reproduccion explosiva de la especie,
donde los eventos reproductivos se encuentran asociados con fuertes precipitaciones
(Maneyro & Carreira, 2012). Por otro lado, la estrecha ventana temporal en que los
mismos tienen lugar (pocos dias a pocas semanas), determina que los animales se muevan

en forma masiva en direccidon a los cuerpos de agua reproductivos (Wells, 1977). En
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consecuencia, los individuos se vuelven mas conspicuos y abundantes, durante este
periodo, lo cual estaria explicando el mayor nimero de Cy RC hallados en esos meses.

La variacion mensual en la razén de sexos muestra que las frecuencias absolutas de
machos y hembras no estan sincronizadas en el tiempo, denotando un sesgo importante
hacia un mayor nimero de machos. No obstante, se observo una tendencia a que en los
meses en que no hubo reproduccion la RS fue menor en comparacién con los meses de
actividad reproductiva, siendo cercana a uno en setiembre de 2012. El sesgo hacia un
mayor numero de machos de M. montevidensis podria deberse a que los sitios de
muestreo incluyen los charcos temporales de reproduccién y frecuentemente existe una
fuerte seleccién de machos para llegar temprano a esos sitios, por lo tanto permanecer
cerca de ellos les facilitaria el rapido retorno entre eventos reproductivos (Wells, 2007).
Una explicacidn alternativa para entender la baja tasa de captura de hembras, estaria
vinculada con su capacidad locomotora, ya que en muchas especies de anuros las
hembras (generalmente mds grandes) presentan mayor movilidad y son capaces de
recorrer mayores distancias que los machos (Lemckert, 2004; Husté et al., 2006). Por otra
parte, no fueron recapturados individuos juveniles marcados (n=100). Esto podria deberse
a que los anfibios recientemente metamorfoseados poseen una alta tasa de mortalidad,
ya que a causa de su pequeno tamafo corporal son muy vulnerables a la desecaciény a la
depredacion cerca de los charcos natales (Semlitsch, 2008; Walston & Mullin, 2008). Por
otra parte, diversos estudios de campo han demostrado que los juveniles son mas
propensos a dispersarse a nuevos sitios (no natales) en relacion con los adultos,
constituyendo la etapa de dispersion en especies que se reproducen en charcos
(Semlitsch, 2008). Alternativamente, los individuos juveniles podrian estar quietos unos
meses, refugiados, esperando hasta alcanzar un tamafio éptimo para comenzar a moverse

por el ambiente y reproducirse.

Actividad de los individuos y relacidn con variables climaticas
Los eventos reproductivos de M. montevidensis coincidieron con los cuatro
periodos de maxima precipitacion acumulada (superando los 60 mm en octubre,

diciembre y febrero), en el area de estudio. Esto estaria confirmando la dependencia que
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existe entre la actividad reproductiva de esta especie y las fuertes lluvias. El mismo patrén
ya fue reportado para otras especies del género (Bustos Singer & Gutiérrez, 1997; Cairo et
al. 2008). En cambio, encontramos que la actividad general de los individuos a lo largo del
afio (cuando los individuos se encontraron fuera de los refugios, moviéndose activamente
por el ambiente) se correlaciond de manera positiva y significativa con el porcentaje de
humedad relativa media, pero no con la precipitacion total acumulada ni con la
temperatura media. Esto es esperable para anfibios terrestres que, en general, no poseen
adaptaciones morfoldgicas o fisioldgicas para disminuir la pérdida de agua por
evaporacion y reducir el riesgo de desecacion (Duellman & Trueb, 1994; Wells, 2007).
Seebacher & Alford (1999) hallaron una relacién similar entre los patrones de movimiento
y los niveles de humedad relativa del ambiente en Rhinella marina. Estos autores,
encontraron que la humedad del suelo también influye en los movimientos de R. marina,
remarcando la importancia del consumo cutaneo de agua del suelo en esta especie. Este
comportamiento fue reportado previamente en Bufo bufo (Jgrgensen, 1994). La humedad
del suelo no fue considerada en el presente estudio, por lo cual seria interesante incluir
este parametro en futuras investigaciones.

Durante el periodo de estudio, los individuos que no se encontraron activos,
fueron observados ocupando refugios similares en los distintos sitios de monitoreo,
principalmente debajo de caraguatales y juncos; y algunas veces en cuevas. Trabajos
previos han mostrado que especies de anuros terrestres como los Dendrobatidos,
Leptodactilidos y la mayoria de Bufénidos, generalmente utilizan refugios terrestres como
agujeros de los arboles caidos, vegetacion del suelo, grietas de las rocas y cuevas naturales
o construidas (Tozetti & Toledo, 2005). La seleccién de los sitios de refugio se atribuye
frecuentemente a la necesidad de protecciéon frente a temperaturas extremas o
deshidratacién (Seebacher & Alford, 1999). Apoyando esta idea, en los monitoreos de
noviembre de 2012 y enero de 2013, donde se registraron temperaturas medias elevadas,
humedades relativas bajas y precipitaciones por debajo de los 2,1 mm, el 100% de los

individuos encontrados en la zona de estudio estaban refugiados.
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Anilisis de los movimientos

Los métodos empleados para estimar patrones de movimientos de anfibios
presentan ventajas y limitaciones. Por ejemplo, los carreteles de hilo son eficaces en el
seguimiento continuo de individuos, pero estan limitados a pequefios periodos, a
distancias cortas (hasta 50 m) y a animales terrestres grandes (= 60 mm de longitud)
(Sinsch, 1988; Heyer et al., 1994). Por otra parte, el radiotracking (técnica mas utilizada
actualmente), permite el seguimiento a grandes distancias, pero no se puede seguir a
muchos individuos, los transmisores son costosos y su peso (<10% de la masa total del
animal) limita la duracién de la bateria y el periodo de rastreo (Wells, 2007; Iwai, 2013). El
método utilizado en este trabajo (M-RC) es econédmico y ademas los individuos pueden ser
rastreados durante largos periodos luego de ser exitosamente marcados (Iwai, 2013). Esta
técnica ya se ha aplicado favorablemente en estudios de movimientos en bufénidos
(Caldwell & Shepard, 2007). No obstante, hay que considerar que los resultados estan
condicionados por la tasa de RC, y el hecho de que los animales comunmente
desaparecen durante semanas o meses y luego vuelven a aparecer cerca del sitio de
captura original (Wells, 2007). En consecuencia el movimiento aparente es pequefo, pero
los movimientos realizados en el periodo intermedio no se conocen. En este sentido,
Tozetti & Toledo (2005), observaron para Leptodactylus labyrinthicus que las mediciones
de distancias lineales entre puntos en los sitios de captura/recaptura brindan valores
subestimados cuando se comparan con las medidas obtenidas por carretel de
seguimiento. Es muy importante tener en cuenta estas limitaciones a la hora de
interpretar los resultados. En este trabajo asumimos que los movimientos son lineales y
ademas que las distancias recorridas por un individuo en el intervalo entre eventos de C-
RC son desconocidas, por lo cual, la distancia maxima recorrida registrada por animal
deberia ser considerada como el desplazamiento minimo que puede efectuar el individuo
en ese periodo.

A pesar de lo planteado anteriormente, se considera que la técnica de M-RC seria
la mas apropiada para el estudio de los patrones de movimiento de M. montevidensis en
la BLR. Si bien no permite conocer con exactitud distancias recorridas por mes o dia,

proporciona una estimacién valiosa de los patrones generales de movimiento de estos
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individuos en su habitat. El pequefio tamafio de este sapo y su estado de conservacion
avalarian la eleccidn de la técnica de M-RC, ya que el efecto de otras técnicas de rastreo
sobre el comportamiento de los anuros no estdn comprobados (Heyer, et al., 1994).
Apoyando la idea anterior, estudios recientes han demostrado la consistencia de los
resultados obtenidos utilizando técnicas de radiotracking y M-RC en conjunto para
determinar las dreas de distribucién y los patrones de movimiento en Babina subaspera
(Anura: Ranidae) una especie amenazada (Iwai, 2013).

La filopatria o fidelidad de sitio puede definirse como la predisposicion de un
animal de volver a una zona previamente ocupada o de permanecer en una misma darea
durante un largo periodo (Wells, 2007). Este comportamiento estad bastante generalizado
en anfibios que se reproducen en charcos (Smith & Green, 2005), los que pueden
presentar fidelidad tanto al sitio reproductivo (Husté et al., 2006) como a los refugios
terrestres (aunque estos datos aun son preliminares) (Semlitsch, 2008). Este mismo autor
sugiere que la filopatria y migracién son impulsadas por las ganancias de fitness dentro de
la poblacion local cuando determinados habitats siguen siendo favorables durante
relativamente largos periodos y los costos de la dispersiéon (a causa de caracteristicas
fisioldgicas de los anfibios) son altos. Por lo tanto, resulta ventajoso para los individuos
volver a sitios conocidos que proporcionan alimentos, refugio, o parejas, en lugar de
incurrir en el coste desconocido y potencialmente mas caro que implica la localizacién de
sitios alternativos (Seebacher & Alford, 1999).

Una alta fidelidad al sitio se ve reflejada en pequefios movimientos durante
periodos prolongados (Caldwell & Shepard, 2007). En este trabajo se constaté que no
existe una correlacién positiva y significativa entre la distancia en metros recorrida por
individuo y el tiempo de RC, lo que estaria sugiriendo que los sapos no se encuentran en
lugares mas alejados en periodos mas largos de recaptura. Por otro lado, mas del 80% de
los individuos fueron recapturados en el mismo sitio de captura inicial; mientras que la
mayoria de los que se movieron dentro y entre sitios, se hallaron, con frecuencia, a menos
de 100 m de su ubicacidon anterior. Solo tres animales se trasladaron 321, 366 y 746 m
entre capturas sucesivas. Adicionalmente, los mismos individuos fueron recapturados

utilizando el mismo lugar de refugio en distintos meses. Patrones similares se observaron
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en estudios previos con ejemplares de Rhinella ocellata (que se encuentran a distancias <
1,5 m de su ubicacién anterior, siendo éste el mayor movimiento hecho en un periodo de
dos dias; Caldwell & Shepard, 2007), asi como de Babina subaspera (mayoritariamente
recapturados a 200 m del punto de captura inicial, incluso en periodos mayores a 700
dias) (Iwai, 2013) y Epidalea calamita (Husté et al., 2006), entre otros. Considerando lo
expuesto anteriormente, los resultados obtenidos en este trabajo estarian revelando un
comportamiento de fidelidad de sitio en la poblacién de M. montevidensis de la BLR.

Si bien la correlacion existente entre la distancia recorrida en metros y el LHC de
los individuos fue marginalmente significativa, no se podria descartar el efecto del tamaiio
en la capacidad de movimiento de M. montevidensis. Lemckert (2004) realizd una revision
de 10 estudios en bufénidos (siete especies en total) y encontrd una correlacion positiva
significativa tanto en la distancia media y maxima de movimiento con el tamafo de los
sapos, concluyendo que mayores tamanos corporales permiten movimientos mas grandes

en esta familia.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la Fl a partir de marcas
naturales es una herramienta muy util en estudios de M-RC para analizar patrones de
movimientos en M. montevidensis. Cabe destacar que las hipdtesis 1 y 2 no pueden ser
rechazadas, ya que la actividad de los individuos estuvo influida por la humedad relativa, y
también se encontré una correlacion entre el tamano de los animales y la distancia
recorrida. La hipdtesis que plantea que el evento reproductivo condiciona la razén de
sexos tampoco podria ser rechazada ya que ademas del sesgo esperado hacia un mayor
numero de machos, durante los meses de actividad reproductiva se observd una
tendencia hacia una RS mayor. Adicionalmente la informacién obtenida estaria revelando
un comportamiento de fidelidad de sitio en la especie. Estos datos son fundamentales
para estimar efectos de la fragmentacién del habitat en poblaciones silvestres, ya que los
individuos no serian capaces de cambiar su habitat con facilidad. Un plan de monitoreo a

largo plazo a partir de los resultados obtenidos en este trabajo seria recomendable para la
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conservacion exitosa de la poblaciéon de M. montevidensis en el Paisaje Protegido Laguna

de Rocha.
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CONCLUSIONES GENERALES

CAPITULO 1: “Patrones de actividad reproductiva en una poblacién uruguaya de

Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae)”.

e  Melanophryniscus montevidensis presenta un patron de reproduccién explosivo,
con eventos reproductivos no estacionales que ocurren a intervalos variables a lo
largo del afo. No se puede rechazar la hipdtesis de que las precipitaciones
favorecen la actividad reproductiva en la especie ya que la reproduccion se
encontro asociada con la precipitacién total acumulada.

e La actividad de vocalizaciéon de los machos se extendié hasta altas horas de la
noche y también fueron vistas parejas en amplexo en el mismo horario, por lo que
se debe reconsiderar si la especie es exclusivamente diurna.

e La segunda hipdtesis propuesta tampoco puede ser rechazada, ya que las hembras
fueron mas grandes y pesadas que los machos y estos superaron cuantitativamente
a las hembras en todos los eventos reproductivos. En consecuencia tuvieron que
recurrir a estrategias comportamentales alternativas para obtener pareja como por
ejemplo la busqueda activa de hembras.

e La ultima hipdtesis propuesta tampoco puede ser rechazada a causa de que no se
encontrd asociacion entre el tamano de la hembra con la fecundidad, ni con el

tamano del huevo.

CAPITULO 2: “Uso del microhabitat reproductivo en una poblacién de Melanophryniscus

montevidensis (Anura: Bufonidae) de Uruguay”.
e En la Barra de la Laguna de Rocha, M. montevidensis utiliza como sitios

reproductivos cuerpos de agua temporales de tamafios variables, con sustratos

arenosos y poco profundos.
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e la vegetacion hidrofila fue la mas representativa y muy abundante tanto dentro
como fuera del charco y fue utilizada tanto para sujecién durante la vocalizacién y
el amplexo, como para el soporte de los huevos.

e No se puede rechazar la hipétesis propuesta ya que los individuos en actividad
reproductiva prefieren las zonas cercanas al borde del charco con vegetacion mas
densa.

e Los machos vocalizadores ocuparon posiciones mds cercanas al borde del charco y
ademds presentaron un mejor estado energético en relacion con los no
vocalizadores.

e Ademas de la vocalizacién como estrategia para atraer a las hembras coespecificas,
los machos utilizaron tdcticas alternativas como la bisqueda activa de hembras y
comportamientos agresivos como el de macho desplazador. También fueron
observadas interacciones fisicas entre machos.

e Los cuerpos de agua utilizados por M. montevidensis en la BLR serian sitios

apropiados para su reproduccién y posterior desarrollo larval.

CAPITULO 3: “Anélisis de los movimientos en una poblaciéon uruguaya de
Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae) utilizando la fotoidentificacion

para el reconocimiento individual”.

e La Fotoidentificacién a partir de marcas naturales es una herramienta muy util en
estudios de marcaje y recaptura (M-RC) para analizar patrones de movimientos en
M. montevidensis.

e La técnica de M-RC, seria la mas apropiada para el estudio de los patrones de
movimiento de la especie.

o No se puede rechazar la primera hipdtesis de trabajo propuesta que planteaba que
el desplazamiento en M. montevidensis esta condicionado por el tamafio corporal,
ya que se encontrd una débil pero significativa correlacién entre el tamafio de los

animales y la distancia recorrida.
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Tampoco se puede rechazar la segunda hipdtesis propuesta, debido a que la
actividad estuvo influida por la humedad relativa.

La hipdtesis que plantea que el evento reproductivo condiciona la razén de sexos
tampoco podria ser rechazada ya que ademas del sesgo esperado hacia un mayor
nimero de machos, durante los meses de actividad reproductiva se observé una
tendencia hacia una mayor razén de sexos.

Los resultados obtenidos estarian revelando un comportamiento de fidelidad de

sitio en la especie.
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PERSPECTIVAS

En Uruguay M. montevidensis es una especie prioritaria para la conservacion,
segln los criterios 1, 2, 4, 5, 6 y 7 del Sistema Nacional de Areas Protegidas (1) y
actualmente esta incluida en tres de sus areas. No obstante, la sola inclusidon dentro del
area protegida no asegura su conservacion, sino que se requiere de la aplicacion de
medidas especificas para lograr una estabilidad poblacional. En este sentido, en el Paisaje
Protegido Laguna de Rocha, donde se desarrollé el presente estudio, no estd definido auln
un plan de manejo que contemple medidas especificas para la poblacion de M.
montevidensis. La falta de informacidn acerca de la biologia de las especies es una de las
principales limitantes a la hora de proponer planes de conservacion in situ adecuados. En
este contexto, la informacién vinculada con la historia natural de la especie obtenida a
partir de esta investigacion, es sumamente valiosa y seria recomendable su consideracién
asumiendo que se necesitan medidas de manejo para la poblacion en el area. Cabe
destacar que esta informacion generada podria servir como punto de partida para
establecer un plan de monitoreo a futuro de la poblacién. Adicionalmente, para lograr un
seguimiento exitoso, seria necesario realizar estudios complementarios que permitan
conocer la demografia actual de la poblacion como el tamafio poblacional, tasas de
natalidad, mortalidad, supervivencia, estructura por edades, etc. También seria
sumamente relevante realizar estudios genéticos y moleculares para determinar el grado
de variabilidad genética de las poblaciones relictuales, el flujo actual entre estas
poblaciones y el efecto del aislamiento sobre el mismo. Esto seria muy importante
considerando que la fragmentacién del habitat es una de las principales causas propuestas
para explicar la declinacion de las poblaciones silvestres. EI monitoreo a largo plazo
permitiria distinguir con precisién entre las fluctuaciones naturales de la poblacién y la

disminucion real que pueda experimentar.

(1) Soutullo A., Clavijo, C. & Martinez-Lanfranco, J. A. (eds.). 2013. Especies prioritarias para la
conservacion en Uruguay. Vertebrados, moluscos continentales y plantas vasculares.
SNAP/DINAMA/MVOTMA y DICYT/ MEC, Montevideo. 222 pp.
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ANEXO 1. La zona de estudio

La costa atlantica uruguaya comprende un sistema lacustre costero integrado por
las lagunas del Sauce, José Ignacio, Garzén, Rocha, Nutrias, Castillos, Negra y Merin
(ubicada en la frontera entre Uruguay y Brasil) (Bonilla et al., 2006) (Figura 1). Son cuerpos
de agua someros, de poca profundidad y de formacién geoldgica reciente. Algunas de
estas lagunas tienen conexion directa al océano a través de un sistema dindmico de
apertura y cierre de sus barras arenosas (IMR & PROBIDES, 2002). Considerando la
frecuencia de conexién se pueden diferenciar, las que permanecen siempre aisladas (E;j.
Laguna del Sauce, Negra) y otras con conexion intermitente (Ej. Laguna de Rocha, Garzon,
José Ignacio y Castillos) (Bonilla et al., 2006). Dicha conexién permite que confluyan dos
flujos de energia que estan en constante cambio; el agua que proviene del continente y el
océano. En consecuencia, las lagunas costeras presentan cambios muy dindmicos a nivel
espacio-temporal y en sus caracteristicas fisicas y quimicas, especialmente la salinidad
(Rodriguez-Gallego et al., 2008). Dependiendo de la relacién del sistema con el océano, las
comunidades bioldgicas pueden estar representadas alternativamente por especies
limnicas, eurihalinas o marinas (Bonilla et al., 2006).

Las lagunas costeras son ecosistemas muy productivos, poseen alta diversidad
floristica y son relevantes para la conservacion de la biodiversidad ya que son refugio de
aves migratorias y de la biota acudtica (Aubriot et al., 2005). Sus cuencas cumplen un rol
hidroldgico relevante ya que recolectan agua en las sierras y la distribuyen a través de un
complejo sistema de cursos de agua y humedales, recargando acuiferos, abasteciendo de
agua durante sequias, atenuando inundaciones durante las épocas lluviosas y
manteniendo el funcionamiento de diversos ecosistemas (Rodriguez-Gallego et al., 2008).
Adicionalmente, sustentan la pesca artesanal y una importante produccidn agropecuaria,
los cual les confiere un alto valor econémico ademas de ecoldgico (IMR & PROBIDES,
2002; Aubriot et al., 2005). En estos ambientes, el fragil equilibrio entre la biota y el medio
fisico es muy vulnerable a las actividades humanas como la eutrofizacién (Bonilla et al.,
2006). Por todo lo expuesto anteriormente, las lagunas y los humedales asociados estan
recibiendo a nivel nacional e internacional mayor apoyo para su conservacion. En 1976 el

Programa MAB de la UNESCO declaré Reserva de Biosfera a los humedales del sureste de
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Uruguay bajo el nombre “Reserva de Biosfera Bafiados del Este”. El area incluye los
bafiados, esteros y lagunas paralelos a la costa atlantica (Figura 1); posee una alta
biodiversidad (particularmente en la avifauna) y se destaca como sitio importante para
aves migratorias siendo reconocido como sitio RAMSAR en 1984 (Pezzani, 2007).
Adicionalmente, varias de las lagunas costeras fueron declaradas Areas Naturales
Protegidas por decretos y leyes nacionales (Reserva de Fauna Laguna de Castillos -
Decreto 266/66 y Parque Nacional Lacustre y Area de Uso Multiple Lagunas de Rocha, J.
Ignacio y Garzon - Decreto 260/77) y en la actualidad algunas estan incluidas en el nuevo

Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP; Ley 17.234 de 2000).
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FIGURA 1. Lagunas costeras de Uruguay.
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El paisaje protegido Laguna de Rocha (LR) del SNAP (DINAMA, 2010), se encuentra sobre
la costa Atlantica del departamento de Rocha, Uruguay (34°35° S; 54°17" W) (Figura 2 y 3).
La Laguna posee un drea de 72 km2 con una profundidad media de 0,6 m y una mdaxima
de 1,4 m. Esta se comunica periddicamente con el océano Atlantico (1-5 veces al afio) a
través de la apertura y cierre de la barra arenosa (MVOTMA, 2014) (Figura 2 y 4). Esta
apertura puede ser natural por la acumulaciéon de agua dulce dentro del sistema, o
artificial cuando la cota alcanza valores maximos. El cierre de la misma se produce
mediante la acumulacion de arena por accién del transporte marino (Aubriot et al., 2005).
La dinamica de apertura y cierre de la barra genera un intercambio de agua dulce y salada,
nutrientes y organismos vivos, incluidas especies de alto valor pesquero y gastrondmico
(Bonilla et al., 2006). A su vez, esta mezcla de aguas produce un fuerte gradiente de
salinidad (desde el S al N) que condiciona las caracteristicas fisico-quimicas del sistema asi
como a las comunidades que alli se desarrollan (Aubriot et al., 2005). Su baja profundidad
y la mezcla de aguas marinas y continentales favorecen el desarrollo de una gran
biodiversidad.

La cuenca de la LR posee un area de 121433 ha y se extiende desde la Sierra de
Rocha y de Carapé hacia la zona de la barra arenosa. La cobertura del suelo se clasifico en:
bosque nativo, forestacion, agricultura, dunas o arenales, espejo de agua de la LR y Laguna
de las Nutrias, humedal de plantas emergentes y pradera inundable. Lo que quedd fuera
de esta clasificacion se consideré “campo” (praderas naturales, chircales, pajonales,
rastrojos antiguos y praderas mejoradas o artificiales antiguas) (Rodriguez-Gallego et al.,
2008). El paisaje natural en general estuvo poco alterado hasta que comenzé el desarrollo
forestal y la intensificacion de usos agricolas, la actividad industrial es muy escasa vy
predomina la ganaderia extensiva (Rodriguez-Gallego et al., 2008). A pesar de
considerarse un ecosistema escasamente impactado, entre las principales problematicas
actuales se destaca el proceso reciente de eutrofizacidn y los registros de floraciones de
cianobacterias producido probablemente por recientes cambios en el uso de la tierra y el
mayor aporte de las aguas de desecho de las ciudades (Aubriot et al., 2005). Ademas, se

distinguen otros impactos ambientales como la intensa explotaciéon de peces y carpinchos
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(entre otros), urbanizacidon descontrolada y contaminacién entre otras cosas (Rodriguez-

Gallego et al., 2008).
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FIGURA 2. Laguna de Rocha. El rectangulo gris estd marcando la zona de la Barra de la Laguna de Rocha.

FIGURA 3. Laguna de Rocha. Foto: Fundacién Amigos de las Lagunas Costeras. Disponible
http://www.amigosdelaslagunasderocha.org/fotos.php
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En el entorno de la LR, la alta concentracion de sales en el ambiente determina una
cobertura vegetal psamoéfila. En las cercanias de la playa se desarrollan dunas y médanos
con especies pioneras como pasto dibujante, redondita de agua y margarita amarilla y en
las depresiones dunares (mayor disponibilidad de agua) el junco de copo y campanilla
(MVOTMA, 2014). En la costa Oeste existe un bafiado salino o cangrejal y en la planicie de
inundacion donde se ubica la laguna de las Nutrias (pequefia laguna de agua dulce
asociada a la desembocadura de la LR) hay juncales (IMR & PROBIDES, 2002). En la zona
mas alta se desarrolla un bosque nativo costero compuesto por coronilla, tala, caneldn,
chal chal, molle, palo de fierro, espina amarilla, congorosa, cereus, chumbera y arrayan
(IMR & PROBIDES, 2002). El matorral psamoéfilo que normalmente se desarrolla entre el
bosque y la vegetacién de dunas costeras, esta representado sélo por pequenos y escasos
parches de espina de la cruz, tunas, efedra y cardilla. También pueden encontrarse en la
zona pajonales extensos y espartillares (IMR & PROBIDES, 2002).

En relaciéon a la fauna, la LR se destaca como la zona de la costa uruguaya mas rica
en especies de aves residentes y migratorias, ya que proporciona sitios de descanso y
nidificacién para estos animales (Rodriguez-Gallego et al., 2008). Las aves costeras
migratorias aparecen durante todo el aifio a través de distintas corrientes migratorias y
permanecen por 3 o 4 meses (RHRAP, 2013). Se destacan en esta zona las mayores
concentraciones de Cygnus melancoryphus (cisne de cuello negro) y de Coscoroba
coscoroba (coscoroba). Adicionalmente, se localizan especies amenazadas a nivel mundial
como Phoenicopterus chilensis (flamenco austral), Larus atlanticus (gaviota cangrejera),
Tryngites subruficollis (chorlito canela) y Xolmis dominicanus (viudita blanca grande)
(Aldabe et al., 2006). Se encuentran también Sternula superciliaris (gaviotin chico) y
grandes congregaciones de gaviotines (Laridae) y aves limicolas (Charadriidae vy
Scolopacidae) (Aldabe et al., 2006). La LR fue designada como reserva de la RHRAP en
Uruguay por tener mas del 6% de la poblacién global de T. subruficollis (RHRAP, 2013). Por
otra parte, en la costa existen abundantes invertebrados de arena (por ejemplo tatucitos y
anfipodos) que constituyen la base de la trama trofica costera, sirviendo como alimento

para peces y aves (Rodriguez-Gallego et al., 2008).
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La fauna icticola es importante y aumenta por la apertura de la barra arenosa. Una
de las actividades mds destacadas es la cria y alimentacion de especies de peces y
crustdceos costeros de interés comercial. Las principales especies de peces son: Brevoortia
aurea (lacha), Rhamdia quelen (bagre negro), Mugil spp. (lisa), Micropogonias furnieri
(corvina blanca) y Paralichthys orbingnyanus (lenguado), entre otras (Rodriguez-Gallego et
al., 2008). Entre los invertebrados se registra la presencia de camardn, cangrejo azul y
berberecho de laguna (IMR & PROBIDES, 2002). Los anfibios pueden encontrarse en la
zona del borde costero, en médanos con vegetacién, en cuerpos de agua someros, o en
bafiados con gramineas y juncos (IMR & PROBIDES, 2002). Algunas de las especies
presentes en el drea son: Rhinella arenarum (sapo comun), Melanophryniscus
montevidensis (Sapito de Darwin), Odontophrynus americanus (Escuerzo chico),
Leptodactylus latrans (Rana comun), Physalaemus biligonigerus (Ranita de cuatro ojos),
Pseudis minuta (Rana boyadora grande), Pseudopaludicola falcipes (Macaquito), Hipsiboas
pulchellus (Ranita trepadora) y Scinax squalirostris (Ranita hocicuda), entre otras (IMR &
PROBIDES, 2002). Entre los reptiles (menos representados), podemos encontrar:
Hydromedusa tectifera (tortuga cabeza de vibora), Acanthochelys spixii (tortuga de
canaleta), Liolaemus wiegmannii (lagartija de la arena de Wiegmann), Bothrops alternatus
(crucera) y culebras (por ej: falsa coral, parejera, de pefiarol, de lineas amarillas). Durante
eventos de apertura de la barra, también han ingresado tortugas marinas como Chelonia
mydas (tortuga verde) (Rodriguez-Gallego et al., 2008).

En relacién a los mamiferos, en el area se encuentran los registros mas australes
de Mazama gouazoubira (ciervo guazubird) y Procyon cancrivorus (mano pelada).
También se han observado especies como Leopardus geoffroyi (gato montés), Leopardus
braccatus (gato de pajonal), Leopardus wiedii (margay); Dasypus hybridus (mulita) y zorros
(IMR & PROBIDES, 2002). La Laguna de la Nutrias presenta importantes poblaciones de
carpinchos, nutrias y lobitos de rio (Rodriguez-Gallego et al., 2008). La zona marina
incluida dentro del Area protegida LR (se extiende 5 millas nauticas en el Océano
Atlantico, hasta una profundidad menor a los 30 m), es relevante para la traslacion de

cetaceos como Eubalaena Australis (ballena franca) y Pontoporia blainvillei (delfin
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franciscana) (MVOTMA, 2014). En este sentido, entre el afio 2001 y 2003 se ha registrado
el mayor numero de avistamientos de la Ballena franca (Piedra et al., 2006).

La Barra de la Laguna de Rocha (34° 40’ 02” Sur, 54° 14’ 00” Oeste) (Figura 3), es la
zona mas critica del toda el area protegida ya que es donde se genera la conexidn entre la
laguna y el mar, por donde ingresan larvas de peces y crustaceos que se desarrollan en la
laguna y por donde salen los adultos que se dirigen a reproducirse en el mar (Rodriguez-
Gallego et al., 2008). Adicionalmente, es un sitio importante como descanso de aves
migratorias (durante todo el afio) y residentes, posee un gran atractivo turistico y sus
arenales son habitats importantes para anfibios y reptiles, donde se destaca
Melanophryniscus montevidensis una especie amenazada a nivel local y global (Rodriguez-
Gallego et al., 2011). Por todo lo expuesto anteriormente, esta zona requiere medidas de
conservacién estrictas. En este sentido, los pescadores artesanales de la laguna
propusieron una zona de exclusién de pesca en la barra, la cual DINARA reglamentd con

algunas modificaciones.

FIGURA 4. Barra de la Laguna de Rocha. Foto: Fundacidon Amigos de las Lagunas Costeras. Disponible en:
http://www.amigosdelaslagunasderocha.org/fotos.php
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ANEXO 2. Imagenes de los sitios de muestreo seleccionados en la Barra de la Laguna de

Rocha.

FIGURA 1. Imagen Satelital de la BLR tomada y modificada de Google Earth 2013. Los puntos verdes indican
los 5 sitios de muestreo seleccionados.

FIGURA 2. Sitio C1 (34°39’ 48,6” S) (54°13’ 14,3” W).
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FIGURA 3. Sitio C2c (34°39’ 48,2” S) (54°13’ 26,4” W).

FIGURA 4. Sitio C2t (34°39’ 49,7” S) (54°13’ 33,4” W).
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FIGURA 6. Sitio C4 (34°40’ 01,3” S) (54°14’ 01,9” W).
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Abstract

Validity of Photo-ldentification Technique to analyze natural marks in
Melanophryniscus montevidensis (Anura: Bufonidae). Individual animal identification is
useful to answer diverse biological questions about their life story. Most of the techniques
used to mark amphibians are invasive and can cause negative effects on individuals
compromising their survival and the results of investigations. Photo-identification consists
in identification of specimens based on photographic records, using colour-design patterns
unique to each animal. This technique has showed successful results in several species.
Melanophryniscus montevidensis is an anuran present in the Uruguayan Atlantic coast
whose conservation is compromised. The general pattern of coloration is black with red and
yellow blotches on the belly. In this study the technique of photo-identification assisted by
software is validated for individual recognition in M. montevidensis, using natural marks.
Field trips were performed over 16 months in which the ventral color pattern of specimens
was photographed. The photos were edited and the software of photographic
reconnaissance Wild-1D 1.0 was run. An efficiency of 100% was obtained in the visual
recognition and 90% in the detection of recaptures using the software. The use of photo-
identification from natural marks is an effective technique in this species, because the color
pattern used was highly variable among individuals and remained unchanged in individuals
over time. It is important to use software to assist the photo-identification, because it makes
feasible the treatment of large databases.

Keywords: Melanophryniscus montevidensis, photo-identification, natural marks

Resumen

Validez de la técnica de fotoidentificacion con marcas naturales en Melanophryniscus
montevidensis (Anura: Bufonidae). La identificacion individual de animales es muy (til
para responder diversas preguntas biolégicas relacionadas con su historia de vida. La
mayoria de las técnicas utilizadas para marcar anfibios son invasivas y pueden causar
efectos negativos sobre los individuos, comprometiendo su sobrevivencia y los resultados
de las investigaciones. La Fotoidentificacion consiste en identificar especimenes en base a
registros fotogréaficos, usando patrones de disefio-coloracién Unicos para cada animal. Esta
técnica ha mostrado resultados exitosos en varias especies. Melanophryniscus
montevidensis es un anuro presente en la costa atlantica uruguaya cuya conservacion se
encuentra comprometida. El patron general de coloracidon es negro con manchas rojas y
amarillas en el vientre. En este estudio se valida la técnica de fotoidentificacidn asistida por
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software para el reconocimiento individual en M. montevidensis, utilizando marcas
naturales. Se realizaron salidas durante 16 meses en las que se registro fotograficamente el
patron ventral de coloracién de los ejemplares . Las fotografias fueron editadas y se utilizd
el software de reconocimiento fotografico Wild-1D 1.0. Se obtuvo una eficacia del 100% en
el reconocimiento visual y 90% en la deteccion de recapturas empleando el software. El uso
de la fotoidentificacion a partir de marcas naturales es una técnica efectiva en esta especie,
ya que el patron de coloracién analizado resulté altamente variable entre individuos e
invariable en un mismo individuo a través del tiempo. Es importante utilizar un software
para asistir la tarea de fotoidentificacion, ya que hace viable el tratamiento de grandes base
de datos.

Palabras claves: Melanophryniscus montevidensis, fotoidentificacion, marcas naturales

Introduction

Individual identification of animals is very useful for answering several biological
questions related to demographic, reproductive or ethological aspects, as valuation of life
rate, migrations, or body growth, among other (Williams et al. 2002; Cove and Spinola
2013). Thus, various different methods for marking amphibians have been developed
through time: toe-clipping, marks for injection of elastomers, cold, heat, silver nitrate or
tattoo, and application of chips or transponders (Ferner 2007; Donnelly et al. 2001). Natural
markers as well as molecular markers like microsatellites can also be used (Jehle and
Amtzen 2002). The ideal technique for marking will be the one that has no effects on health
or on animal behavior could last during the period of study and could be of easy application
with low cost (Ferner 2007). Meeting these criteria simultaneously is very difficult, hence
the choice of an adequate technique will depend on the objectives and limitations of the
research and the species under study.

The most used technique for individual identification of amphibians has been toe-
clipping, owing to its easy application and low cost. However, occasionally and similar to
other invasive techniques, toe-clipping has been proved to have negative consequences on
individuals, affecting the survival of animals, hence the results of the study (Davies and
Ovaska 2001; Bloch and Irschick 2004). Photo-identification methods (P1Ms) using natural
marks is a non-invasive technique which requires the individual to have permanent external
phenotypic differences. Although this technique has been used in amphibians (Donnelly et
al. 2001), difficulties for its appliance or the high costs made it a delicate choice
(production of analogical drawings or photos). Today, such difficulties were solved with

the development of digital photography. The efficiency of the technique depends upon the

132



velocity and qualification of the researcher to identify individuals; however the more the
photographic database accumulated, the more complex turns to be (Gamble et al. 2008;
Hastings et al. 2008; Hiby et al. 2009; Sherley et al. 2010). Software allowing an easy
photo-identification have recently been developed, from the database an algorithm chooses
the photos that are more similar for visual confirmation, making the analysis of photos
more accessible (Bolger et al., 2011).

Methods of photo-identification have been used and proved successfully in anurans
of the genus Melanophryniscus (Caorse et al. 2013; Abadie 2012), since this organism
show great individual variation in its coloration (Maneyro and Carreira 2012). M.
montevidensis is distributed throughout the Uruguayan Atlantic coast and south Rio Grande
do Sul, Brasil. It is black with red and yellow marks on palms and lower abdomen, this
latter very variable among individuals. The distribution of this species has been notably
reduced during the last decades, and hence is considered an endangered species according
to IUCN (Langone 2004). The declination of the species has been attributed to the increase
in urbanization (Langone 1995; Maneyro et al. 1995), and recently, also to the climatic
change as a potential cause, especially for future situation in short and medium terms
(Toranza and Maneyro 2013). The biological information of this species is essential in
order to be able to establish conservation parameters, and the utilization of non-invasive
techniques is important to avoid compromising wild populations. The objective of the
present work is to validate the technique of photo-identification based on software using

natural markers in M. montevidensis.

Materials and Methods

Specimens from Melanophryniscus montevidensis were captured in the Barra de la
Laguna de Rocha (Rocha, Uruguay). To get the specimens 16 field trips were necessary
from September 2011 till February 2013. The individuals were captured manually, kept in
individual vessels (maintained in suitable humidity and temperature) and identified with a
number. When taking photos, the animals were placed upside down on a white color plastic
area. Care was taken to get the toads clean and dry at the moment of photography, in order
to be able to appreciate all the ventral marks. The photographic cameras used were NIKON,
L810 (16.0 MP) and P500 (12.1 MP) models. Use of anesthesia was not necessary. Two to
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four photos of each individual were taken. Then, after 24 hours maximum, the animals
were released in the same place of capture.

In the laboratory, the most suitable photo was selected and edited. When necessary,
bright and contrast were modified, and each photo was cut in order to obtain only an image
of the abdomen (Figure 1). The objective of such cut was to minimize the sources of error
due to the photo background and invariable regions of individual coloration (head and
extremities) (Bolger et al. 2011). Wild-ID 1.0 software used for the analysis of recaptures
of photographs (Bolger et al. 2011), returns the 20 photos that were more similar to the
analyzed one for visual confirmation of recapture. The software is based on an algorithm
that recognizes and compares “key points independent from the scale” (Lowe 2004), and
then, a score of coincidence among pairs of photos is elaborated.

Before applying the proof of effectiveness of computer-assisted matching (CAM),
410 photographs were selected and revised in a visual matching (VM), comparing at pairs
every possible combination of photos. Then, photos were processed by the Wild-1D
software. Data of position in the ranking of comparison and the similitude coefficient
among pairs were taken of the software. For VM as well as CAM the time employed to
obtain results was measured. The completed database was also analyzed, as a sixteen
months sampling, to determine the correspondent results of the total recaptures (total
number of recaptures, percentages of monthly recaptures, recidivist recaptures). The
software was run in a computer with a processor Intel Core i5-3337U CPU 1.8GHz, 4,0GB
RAM y Windows 8 (64-bit).

Results

A total of 1878 photographs were analyzed. The edition of each photo lasted from
30 to 60 seconds. The time required for VM of recaptures to prove the efficiency of the
software lasted around 10 hours, meanwhile the time required for CAM lasted no more than
3 hours 40 minutes: 10 minutes for the analysis of the software and about 3 hours 30
minutes for visual confirmation.

The sample of photographs used in the proof of the software had 20 recaptures, all
of them recognized through VM, while CAM recognized 18, showing a 90% efficacy.
From the detected recaptures, fourteen were the first option in the list of individuals

returned by the software, one in a second place, another in a fourth place, another one in the
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fifth place and the last one in the thirteenth place. The coincidence scores varied from 10
to 0.23. No false positives were detected in the recognition of recaptures.

A total of 268 recaptures were recognized throughout the database, including 29
individuals that were recaptured more than once. The percentage of recaptures was greater
when the number of sampling events that gave photos to the database (r*=0,83; p<0,0001)
was greater, showing a more explanatory relationship than the size of database (r’=0,76;
p<0,0001). Also the relationship found between the number of captures and the number of
recaptures was significant in field trips (r’=0,84; p<0,0001) ( Figure 2).

Taking into account the recaptures recognized by the software, the one with greater
temporal distance had fourteen months difference (Figure 3). To verify whether there was
temporal variation in the coloration of all the recaptured specimens, a further revision of
photos was carried out and no changes in the pattern of marks were found. It is important to
note that 66 individuals showed deformities in the limbs: lack of fingers, lack of phalanges

or feet malformation.

Discussion

PIM showed good results for M. montevidensis, with a 100% effectiveness in the
case of VM. CAM seems to be an effective technique, although it was not free of error; a
main strength of this technique is the short time required for the analysis, taking into
account the enormous database encountered. The software contributes mostly to such
strength, since it decreases over half the time used when compared to the manual analysis
of photos. Another relevant characteristic of the technique is the absence of false positives
(pair of photos taken wrongly as recaptures), which is due to the way the software is
managed, since recaptures require the operator to have a visual confirmation. The
characteristics of the natural marks analyzed in this species, with a high degree of variation
among individuals (Maneyro and Carreira 2012) could also positively contribute to it. At
this point, the implications are very important because some analysis at population and
individual levels (estimations of body growth, identification of migrations) would not
consider false data to estimations (Krebs 1999).

The results of analyze all photographs showed feasibility of working with a big

database for photo-identification in M. montevidensis. As it was thought, the recaptures are
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more abundant when: higher was the capture in a sampling event, more numbers of samples
have been made, and when greater the available database is.

Taking into account the conservation status of M. montevidensis (Langone 2004)
and the characteristics of coloration (Maneyro and Carreira 2012), photo-identification
through natural markers seems to be one of the best alternatives for individual
identification, because: low economic cost, analysis of photographs does not require a long
time, procedure is simple and shows good results. Another kind of marking, of invasive
type, would be risky to the viability of the population, owing to the scale of the study, and
because the possible health impact of these techniques have not been proved. As an
important fact, toe-clipping could be less efficient on these animals, because a high
percentage of abnormalities in the limbs were observed (4.1 %), which could generate an
additional error in the analysis of recaptures. On the other hand, although some authors
state that the ablation of phalanges is a viable technique for amphibians (Phillot et al.
2007), the number of publications that demonstrate its inconvenience for a good health of
the animal as well as for the results of the research, is increasing (McCarthy and Paris
2004; Parris and McCarthy 2008).

Working on Litoria genimacultada, Kenyon et al. (2009) found a low PIM
efficiency (61.15%), contrary to the present results. This difference is probably
consequence of the characteristics of the natural marks analyzed, since the coloration of the
specimens of L. genimacultada is not so variable among co-specific individuals, as it is in
M. montevidensis. Besides, these authors reported variation of natural marks during the 10
months period of the research. Other similar studies with species of the genus
Melanophryniscus, show that the efficiency of the PIM although similar to the reported data
in the present paper, never reached the 100% as in VM (Caorsi et al. 2012; Abadie 2012).
This is probably because Melanophryniscus admirabilis has less variable coloration than
M. camaraensis compared to M. montevidensis. However, it is strange since when photos
were analyzed by the software, the efficacy was lower in M. montevidensis. This difference
could be because of the factors that affect the software, like the uniform quality of photos
or the background of the image (Bolger et al. 2011; Abadie 2012). Improving these aspects,
better results of CAM could probably be got.

The utilization of PIM is an effective technique in this species and could also be

efficient for other species of the same genus with similar coloration patterns (as in M.

136



sanmartini, M. atroluteus or M. dorsalis). Such efficiency may be based on the pattern of
analyzed coloration in the present study, resulting highly variable among individuals and
invariable in a unique individual, through a period of time. Besides, the non- invasive
character and the low cost of this technique worthwhile to be emphasized, demonstrating to
be the best option for the individual identification of the species. It is of relevance to rely on
the possibility of using software to help with photo-identification, hence the processing of a

great database would be possible.
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Figure 1. Variation of ventral coloration of
Melanophryniscus montevidensis. Photos
taken from the analyzed database.
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Figure 2. Lineal regressions among
the number of recaptures and the
number of captures (r2=0,838;
p<0,0001) (a); % of recaptures and
size from the available database
(r2=0, 755; p<0,0001) (b); and % of
recaptures and number of sampling
trips finished (r2=0,834; p<0,0001)
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Figure 3. Photographs of a
specimen of Melanophryniscus
montevidensis recaptured with a
14 months difference.
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