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1 RESUMEN

Los ciclos reproductivos de los anfibios estan sujetos a controles hormonales y
responden a distintas variables ambientales. En este trabajo se describe el patrén
reproductivo de Limnomedusa macroglossa (Duméril & Bibron, 1841) en Uruguay. Los
individuos se colectaron entre octubre 2013 y marzo 2015, y se encuentran
depositados en la Coleccion Zoologia Vertebrados de Facultad de Ciencias (UdelaR).
Se obtuvieron las variables reproductivas: fecundidad, inversion reproductiva, masa de
los ovarios y volumen testicular, y se compararon con variables ambientales
(temperatura, precipitaciones y humedad). Ademas se determiné la masa de los
cuerpos grasos, el volumen ocupado por el tracto digestivo y 11 variables
morfométricas. Se establecio el periodo reproductivo en base al grado de desarrollo
gonadal. Se analizaron 98 ejemplares: 49 hembras (11 adultas/38 juveniles) y 49
machos (20 adultos/29 juveniles). Se encontraron variaciones mensuales significativas
en todos los parametros analizados. Las hembras maduras se hallaron en los meses
calidos. Se encontraron asociaciones significativas entre la masa de los
ovarios/volumen testicular y el largo hocico-cloaca. Utilizando modelos mixtos y
teniendo en cuenta la localidad como variable aleatoria, se encontré una relacion
directa entre la masa de los ovarios y el tamafio corporal/volumen ocupado por el
tracto digestivo; y una relacion inversa con los cuerpos grasos. En otro analisis, se
encontré6 el mismo patron, esta vez relacionando la inversion reproductiva con las
variables antes mencionadas. Se hallo una relacion directa entre la masa de los
cuerpos grasos y el volumen testicular. La especie exhibe dimorfismo sexual, ya que
las hembras son mas grandes que los machos, y estos presentan caracteres sexuales
secundarios (callos nupciales oscuros). Por otro lado, no se hallaron diferencias en la
forma corporal. Se establecieron correlaciones significativas entre las variables
reproductivas y la temperatura, asi como con la humedad. En funcién de los resultados
obtenidos, podemos inferir que la temporada reproductiva para L. macroglossa abarca
los meses calidos del afio. Los factores abidticos actuarian como disparadores de la
temporada reproductiva, con machos y hembras invirtiendo sus recursos de forma
diferencial a lo largo del afio. Los individuos no dejan de alimentarse durante el
periodo reproductivo, asignando la energia para la vitelogénesis en hembras, y para la
actividad de vocalizacion en machos. El dimorfismo sexual encontrado en el tamafio
estaria determinado por una tasa de crecimiento diferencial entre los sexos, a favor de
las hembras, ya que hembras mas longevas, pueden alcanzar un mayor tamafio
corporal, y por ende podrian alojar ovarios mas grandes, aumentando el fitness. Por
otro lado, entre los machos, aquellos mas grandes tendrian mayor fitness. En
conclusion, la actividad reproductiva de Limnomedusa macroglossa es la esperada
para una especie estacional tipica de ambientes templados con un patrén prolongado
de reproduccién.



2 INTRODUCCION

2.1 Patrones reproductivos, estacionalidad y factores abidticos

Los ciclos reproductivos de los anfibios estan sujetos a controles
hormonales y responden a distintas variables abioticas (Prado & Haddad, 2005;
Stebbins & Cohen, 1997). En zonas templadas, la actividad reproductiva varia
en funcién de la temperatura y las precipitaciones (variables que inciden en la
estacionalidad reproductiva y en los patrones de vocalizacién de los machos)
(Duellman & Trueb, 1994), ocurriendo generalmente en primavera o0 a
principios del verano (Stebbins & Cohen, 1997). Otro factor influyente es el
fotoperiodo, que puede actuar como sefial ambiental, determinando los ritmos
biolégicos, y como consecuencia de ello, los patrones de estivacion,
espermatogénesis o0 vocalizacion en los machos (Both et al., 2008), asi como la
ovogeénesis, vitelogénesis u oviposicion en las hembras (Vit & Caldwell, 2009).
Todos estos factores regulan los patrones reproductivos, que ademas pueden
ser influenciados por la disponibilidad y utilizacion del microhabitat, el tamafio
corporal, el modo de reproducciéon y el cuidado parental (Duellman & Trueb,
1994).

Wells (1977) propuso dos patrones reproductivos en los anuros: el
explosivo y el prolongado. En el primero, el periodo reproductivo se extiende
desde algunas horas a pocos dias, y la reproduccion ocurre en cuerpos de
agua temporales, a donde las hembras y los machos llegan de forma
sincrénica. En especies con patron reproductivo prolongado, los eventos
reproductivos pueden tener una duracion de varias semanas 0 meses, Yy
ambos sexos arriban asincronicamente a los charcos reproductivos. Los
machos defienden territorios y compiten vocalizando desde posiciones fijas
para atraer a las hembras que son selectivas con sus parejas. Es importante
destacar que no todas las especies se ajustan precisamente a uno u otro
patron (Stebbins & Cohen, 1997). Estos patrones son los extremos de un
continuo, donde la mayoria de las especies adoptan estrategias intermedias
(Prado & Haddad, 2005). Por otro lado, se ha demostrado variacion intra-
especifica, resultado de adaptaciones a las condiciones presentes en distintas
localidades, a microambientes de un mismo sitio o como secuela de respuestas
plasticas que los individuos exhiben frente a un estimulo ambiental,
determinando estrategias reproductivas Unicas (Wells, 1977; 2007; Barboza,
2014). Los patrones reproductivos extremos pueden asociarse con estrategias
de historia de vida también opuestas: inversion reproductiva tardia (asociada al
tamafo) o temprana (no asociada al tamafo) (Camargo et al., 2008; Valdez &
Maneyro, 2016).



2.2 Inversion reproductiva

La adquisicién evolutiva de las diferentes estrategias debe equilibrar la
cantidad de energia invertida en la reproduccion, crecimiento y supervivencia,
asi como tener en cuenta el compromiso entre la calidad y la cantidad de la
descendencia (Roff, 2002; Castellano et al., 2004). La inversién reproductiva se
define como la proporcion de recursos disponibles que invierten los organismos
de cierta edad en la reproduccion durante un periodo de tiempo definido
(Gadgil & Bossert, 1970). EI método mas comun para medir dicha inversion
consiste en establecer proporciones entre la masa, tamafio o volumen de las
gonadas o la puesta y la masa, tamafio o volumen corporal (Crump, 1974). En
general, el volumen de la puesta estd positivamente correlacionado con el
tamafio de la hembra, o méas directamente con el espacio disponible en su
cavidad abdominal (Kaplan & Salthe, 1979). Esta correlacion fue demostrada
por Prado & Haddad (2005) en siete de las especies que analizaron, revelando
ademas la existencia de una correlacion positiva entre el tamafio de la hembra
y el tamafio de los ovocitos, independientemente del modo reproductivo.

Por otro lado, en algunos casos esta correlacidon no es tan evidente.
Mientras las hembras pequefias de Physalaemus riograndensis direccionan
parte de su energia en crecer, las hembras grandes encuentran mas ventajoso
invertir en mas ovocitos en vez de aumentar su tamafio corporal (Pereira &
Maneyro, 2012). Del mismo modo, Camargo et al. (2008) encontraron una
alometria positiva significativa en Physalaemus gracilis y P. biligonigerus,
revelando que las hembras mas grandes invierten proporcionalmente mas en
su descendencia. Entonces, podriamos argumentar que existiendo alometria
positiva, las hembras adultas de mayor tamafio son las que presentan mayor
esfuerzo reproductivo proporcional, ya que pueden albergar mayor cantidad de
ovocitos o aumentar el tamafo de los mismos. Por lo tanto, el crecimiento se
puede considerar como una inversion para futuros eventos reproductivos
(Camargo et al., 2005), situacion evidenciada en especies con patron
reproductivo de tipo prolongado (Pereira & Maneyro, 2012). Cuando no existe
alometria positiva, es mas favorable reproducirse de forma temprana,
invirtiendo mas cantidad de energia en cada evento reproductivo antes que
priorizar el crecimiento, esta caracteristica mayormente se encuentra en
especies con un patron reproductivo del tipo explosivo. La solucion que
encuentran algunas de estas especies para lograr un mayor éxito reproductivo
sin necesidad de acrecentar su tamafo, es conservar reservas de ovocitos
maduros para lograr mas de una puesta consecutiva si las condiciones para la
ocurrencia del evento reproductivo son apropiadas (Pereira, 2014; Pereira &
Maneyro, 2017). Ademas, existen otros factores (cantidad de alimento,
competencia y depredacion), que pueden limitar la cantidad de energia
direccionada a cada evento reproductivo (Camargo et al., 2005).



Las relaciones entre los rasgos de la historia de vida de las especies se
deben a dos procesos: la adquisicion de recursos y su posterior asignacion.
Para la mayoria de los compromisos de la historia de vida, se supone que la
energia es el principal recurso limitante y esta influenciado por muchos factores
(la disponibilidad de alimento, el tiempo de forrajeo, asi como la tasa/eficiencia
de digestion y absorcion de nutrientes). En este caso, la adquisicion total sera
la energia total adquirida por un individuo y la asighacion sera la proporcion de
esa energia asignada a los diferentes rasgos como crecimiento, reproduccion y
supervivencia. La asignacion diferencial a estructuras y funciones genera
compromisos en la expresiéon de estos rasgos. Por ejemplo, la asignacion de
mas energia a un rasgo reduce la energia disponible para los otros, resultando
en correlaciones negativas entre los rasgos competidores (King et al., 2011).

En los anfibios la energia se almacena como lipidos en o&rganos
especiales situados en el extremo anterior de las gonadas, llamados cuerpos
grasos (Duellman & Trueb 1994; Prado & Haddad, 2005). Su volumen, varia
en funciéon de la temperatura y la dieta de los individuos (Jgrgensen, 1986), por
lo cual son estructuras que se consideran buenas indicadoras del estado
nutricional a nivel individual (Jgrgensen, 1992). Teniendo esto en cuenta, es
posible comparar la inversion reproductiva entre individuos con respecto a la
adquisicion de recursos. Hay modelos (Y-model) que predicen que la existencia
de variacion en la adquisicion de los recursos a nivel individual, puede
enmascarar los compromisos subyacentes de la asignacion, explicando de esta
manera por qué las relaciones negativas no siempre se encuentran entre los
rasgos. Debido a esto, podria estar oculta una relacion inversa entre la
inversion y dos rasgos clave: crecimiento versus reproduccion (King et al.,
2011).

2.3 Dimorfismo sexual

El dimorfismo sexual en el tamafio se define como la diferencia en la
longitud del cuerpo o masa de machos y hembras sexualmente maduros
(Kupfer, 2007; Nali et al., 2014). Entre los anuros, esta relacién suele estar
sesgada a favor de las hembras. El dimorfismo sexual puede tener importantes
consecuencias en la ecologia y etologia animal, y es un aspecto fundamental
para la comprension de la evolucién de los rasgos en la historia de vida y en los
sistemas de apareamiento (Kupfer, 2007).

Se han propuesto varias hipétesis para explicar los patrones de
dimorfismo sexual en anuros como resultado de la seleccion sexual (Shine,
1979; Woolbright, 1983; Arak, 1988). Segun Wells (2007), el dimorfismo sexual
es producto de la seleccion natural o sexual, y se manifiesta a través del
tamafo corporal y en ocasiones por los caracteres sexuales secundarios. Estos

permiten diferenciar a machos de hembras. En anuros hay estructuras que solo
9



estan presentes en los machos como los sacos vocales (un rasgo relacionado
con el comportamiento de vocalizacion), y los callos nupciales (asociados a
especies que se reproducen en el agua). Sin embargo, Monnet & Cherry (2002)
propusieron que el dimorfismo sexual es, en gran medida, una funcién de las
diferencias en las estrategias de historia de vida entre los sexos. En este
sentido, la variacion en el tamafio puede explicarse en funcion de la estructura
de edades entre los sexos en las poblaciones reproductivas, y por lo tanto la
seleccion sexual ejerceria un efecto secundario.

2.4 Limnomedusa macroglossa

Limnomedusa Fitzinger, 1843 es un género monotipico y el mas basal
dentro de la familia Alsodidae (Barrio, 1971; Gudynas & Gehrau, 1981; Frost et
al., 2006; Pyron & Wiens, 2011). Limnomedusa macroglossa (Fig. 1), conocida
como “rana de las piedras o de las correderas”, “rapids frog” o “Ju’i”, es la Unica
especie del género luego de que se sinonimizara con L. misionis Schmidt, 1944
(Barrio, 1971; Langone & Prigioni, 1985), fue descrita en 1841 por Duméril &
Bibron con el nombre de Cystignathus macroglossus. Se la describe como una
especie de mediano a gran tamafo, con su dorso en tonos de marron y gris
con glandulas conspicuas y su vientre de un blanco inmaculado. Se destacan
los ojos por poseer la pupila de forma vertical. Como caracteres sexuales
secundarios, los machos presentan un unico saco vocal y oscuros callos
nupciales en los primeros dedos de sus patas delanteras. En cuanto a la dieta,
se indico que se trata de una especie insectivora (Maneyro & Carreira, 2012).

Limnomedusa macroglossa presenta distribucion limitada, ya que es
especialista de habitat, ocupando un biotopo de serranias, a lo largo de
afloramientos rocosos de origen basaltico (a veces constituyendo pedregales) y
suelos superficiales tipo rigosoles y litosoles, con o sin vegetacion (Maneyro &
Carreira, 2012). Se encuentra generalmente en ambientes secos de tipo
xerdfilo y con pequefios cuerpos de agua transitorios (directamente
relacionados con las lluvias), como cafiadas o pequefios arroyos, por lo que se
la puede considerar un buen indicador ambiental (Gudynas & Gerhau, 1981,
Nufiez et al., 2004; Winck et al., 2006; Both et al., 2008). Los individuos de esta
especie se encuentran principalmente semienterrados u ocupando depresiones
gue ellos mismos elaboran o en refugios estrechos bajo rocas que se ajustan a
su cuerpo, por lo que es considerada una especie con habito terrestre y
semifosorial (Gudynas & Gerhau, 1981).

Su distribucion abarca el sur de Brasil (desde Parana hasta Rio Grande
do Sul), el noreste de Argentina (Misiones y Entre Rios), el sureste de
Paraguay (Alto Parana) y casi todo el territorio uruguayo (Frost, 2017).
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En lo que respecta a la variacion geogréfica de la especie en Uruguay,
se ha encontrado una conectividad entre las cuencas hidrograficas a través de
los cursos de agua, debido a la dispersion de los individuos en el estadio larval,
y a nivel terrestre no se descarta el movimiento de los adultos entre parches.
Como corolario, se estableci6 un patrén de aislamiento heterogéneo por
distancia, el cual mantiene la estabilidad poblacional y diversidad genética en
las Quebradas del Norte del pais (Fernandez, 2016).

Se ha observado que el periodo reproductivo en esta especie abarca los
meses calidos del afio. Los machos comienzan a vocalizar en las noches
menos frias de finales de agosto/principios de setiembre (Both et al., 2008;
Kaefer et al., 2009; Maneyro & Carreira, 2012), en sitios cercanos a cuerpos de
agua léticos (Both et al., 2008) o en sistemas lénticos (Gudynas & Gerhau,
1981; Langone & Prigioni, 1985; Kaefer et al., 2009). Se reporté que cuando los
dias se tornan mas largos y consecuentemente la temperatura aumenta,
ocurren los amplexos y la oviposicion. Las larvas se desarrollan desde
setiembre hasta fines de febrero (Kaefer et al., 2009), y se mimetizan con el
entorno a expensas de su coloracion criptica (Gehrau & de S&, 1980; Segalla &
Langone, 2004; Both et al., 2008; Maneyro & Carreira, 2012).

En poblaciones de Rio Grande do Sul se reportd la existencia de
dimorfismo sexual y se clasific6 a la especie con el tipo de reproduccion
prolongado (Kaefer et al., 2009). No obstante, las poblaciones uruguayas no
han sido estudiadas en detalle, y tal circunstancia es relevante ya que en este
pais se encuentra la mayor parte de la distribucion de la especie.
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3 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es describir la biologia reproductiva
de Limnomedusa macroglossa (Anura: Alsodidae) en Uruguay. Los objetivos
especificos incluyen estudiar:

e el patréon de actividad reproductiva en hembras y machos a escala
mensual;

e el poder predictivo que poseen los factores abioticos (temperatura,
precipitaciones y humedad) para la actividad reproductiva,

e la posible relacion entre la fecundidad y el tamafio corporal en
hembras y entre el volumen testicular y el tamafio corporal en
machos;

e la asociacion entre los cuerpos grasos, el desarrollo gonadal y el
volumen del contenido en el tracto digestivo;

e la posible relacion de dependencia entre el tamafio corporal, los
cuerpos grasos y el volumen del contenido en el tracto digestivo con
la masa de los ovarios en funcién de la localidad geografica, y

e |a eventual existencia de dimorfismo sexual en base a caracteres
morfométricos.

4 HIPOTESIS

e Debido a que L. macroglossa es una especie que presenta una
estrategia prolongada de reproduccion, su actividad reproductiva
dependera de la energia acumulada en los cuerpos grasos (durante los
meses de inactividad) y estara relacionada con factores abioticos
(temperatura, precipitaciones y humedad).

e La estrategia reproductiva prolongada favorece la presencia de
dimorfismo sexual en el tamafio, producto de la competencia entre
machos y la selectividad de las hembras.

e Se espera que exista un patron de alometria positiva en la inversion
reproductiva y una asociacion negativa entre ésta y las reservas
energeéticas.

e También se espera obtener una relacion entre las variables

reproductivas y las localidades geograficas, a causa de un patrén de
aislamiento por distancia encontrado en la especie.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta

Para describir la biologia reproductiva se utilizaron 98 individuos que
fueron colectados durante el periodo comprendido entre octubre 2013 y marzo
2015, en los Departamentos de Rivera, Tacuarembd, Lavalleja, Maldonado y
San José (Fig. 2). Todos los ejemplares estudiados se encuentran depositados
en la Coleccion Zoologia Vertebrados de la Facultad de Ciencias (ZVCB) o en
la Coleccién del Centro Universitario de Rivera (CURCB).

5.2 Analisis de datos

5.2.1 Variables reproductivas

El periodo de actividad reproductiva de las hembras se determiné a
partir del grado de desarrollo de las gonadas. Para la clasificacion de los
ovocitos se siguié a Pereira & Maneyro (2017). Se consideraron hembras
maduras aquellas que contenian ovarios con ovocitos maduros (Fig. 3A). Estos
ovarios fueron extraidos para poder tomar su masa (MO) y cuantificar
posteriormente el nimero de ovocitos (fecundidad = F). Ademas se calculo el
promedio del diametro de los ovocitos (DO) en cada individuo en base a diez
medidas tomadas de cada ovario. Se estimd la inversion reproductiva (IR)
como el cociente entre la masa del ovario (MO) y el largo hocico-cloaca (SVL).

Por otra parte, en los machos se midieron los testiculos (Fig. 3B),
registrando el ancho y largo (AT) y (LT) respectivamente, para luego calcular su
volumen (VT), el cual se modela como un caso particular de elipsoide:

VT = 4/3 M (LT/2) (AT/2)?

También se registré por observacion directa la presencia o ausencia de callos
nupciales (CN) en los machos (Fig. 3C).

Aplicando la misma férmula del elipsoide, se hallé el volumen de los
ovocitos (VO) de hembras maduras. Se tomoé el didmetro mas grande como el
largo (LO) y el mas chico como el ancho (AO).

VO = 4/3 1 (LO/2) (AO/2)?

En todos los individuos los cuerpos grasos (CG) (Fig. 3B) fueron
extraidos, y posteriormente fueron pesados (cuando su tamafio lo permitid), o
categorizados segun su tamafio relativo. Se establecieron categorias (0 =
ausencia, 1 = medio, 2 = abundante) relativas al volumen ocupado por el
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contenido de alimento en el tracto digestivo (DIG), considerando al estémago,
intestino delgado y grueso. Las categorias 1 y 2 se disefiaron en base a
observacion directa por transparencia de las paredes del tracto: si el individuo
tenia espacio disponible para mas alimento en la cavidad respectiva (Cat. 1) o
si por el contrario no habia mas espacio disponible (Cat. 2).

Se analizé la variacion mensual de IR, F y MO mediante ANOVA, ya
que los datos mostraron una distribucion normal, mientras que la variacion en
CG y VT se analiz6 a través del test de Kruskal-Wallis, puesto que estos datos
no presentaron distribucion normal. Finalmente para estudiar la correlacion
entre SVL y F/MO/VO se realizaron analisis de regresion entre estas variables.

Se testd la posible relacion entre las variables reproductivas de
machos/hembras adultos (VT, IR, F) y la masa de los CG y DIG mediante
modelos de regresion lineal multiple. Para ello, se utilizaron los residuos de la
regresion de las variables antes mencionadas con respecto al SVL, con el
objetivo de reducir el efecto del tamafio corporal.

Para analizar la relacion de dependencia entre las variables MO y SVL,
masa de los CG y DIG se utiliz6 un modelo lineal de efectos mixtos. En los
modelos mixtos, los efectos fijos se ajustan mediante parametros como el
intercepto y la pendiente en una regresion, mientras que los aleatorios son
estrictamente variables aleatorias que no se observan pero cuya distribucion
puede estimarse mediante la varianza de una distribucion normal (Bates,
2010). Para este analisis se utilizé el paquete “Ime4” (Bates et al., 2015) del
software estadistico R (R Core Team, 2016).

Para realizar este anadlisis se utilizaron todas las hembras maduras
capturadas para el estudio reproductivo (n = 11) y todas las variables utilizadas
(MO, SVL, CG, DIG) fueron estandarizadas con la funcién scale de R (R Core
Team, 2016).

Se verific6 que no se violaran los supuestos basicos (linealidad,
ausencia de colinealidad, homocedasticidad, normalidad de los residuos,
ausencia de puntos influyentes e independencia de los datos) para descartar
errores tipo | (rechazar la hipétesis nula cuando esta es cierta) y Il (aceptar la
hipétesis nula cuando ésta es falsa) del modelo (Zuur et al., 2010).

Ya que se trata de un modelo de efectos mixtos, se seleccionaron
variables fijas y aleatorias. EI SVL, CG y DIG se escogieron como variables
fijas. Por otro lado, el territorio o localidad de un animal histéricamente se
considera como una variable de efecto aleatorio, ya que los individuos
colectados son generalmente una sub-muestra aleatoria del conjunto de la
poblacién y la respuesta a analizar se espera que esté correlacionada dentro
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de cada uno de esos territorios. Es por eso que se tomo la localidad como
variable aleatoria para este analisis. Ademas, si la localidad se toma como un
factor aleatorio, el modelo permitira extrapolar la relacion encontrada mas alla
de estas localidades.

Se partié disefiando varios modelos. Desde uno simple que contuviera
solo intercepto aleatorio para la localidad hasta uno mas complejo en el cual no
solo se le permite tener diferente intercepto a la localidad, sino que también
tener diferente pendiente para el efecto del SVL, con el objetivo de ver cuél de
ellos se ajustaba mejor al set de datos. También se construyeron modelos
nulos para contrastar con los anteriores, retirandoles las variables fijas y
manteniendo la variable aleatoria. Para el disefio de los modelos utilizados se
sigui6 a Baayen et al. (2008), Zuur et al. (2009) y Winter (2013).

Todos los modelos disefiados se ajustaron a un modelo lineal mixto por
estimacion de maxima verosimilitud restringida (REML), que es una
modificacion de la estimacion por maxima verosimilitud que es mas precisa
para el modelado de efectos mixtos (Baayen et al., 2008). Segun los valores
obtenidos de REML (Tabla 1) y los resultados de posteriores comparaciones
mediante test de razon de verosimilitud con la funcién anova de los modelos
disefiados, se pudo determinar que el modelo que mejor se ajusta a los datos
corresponde a un modelo de pendiente aleatoria.

Por lo que, el modelo nulo quedd definido como:
MO ~ 1+ (1 + SVL | LOCALIDAD) Mod (0)

Por otro lado, se definieron dos modelos para explicar las relaciones entre las
variables:

MO ~ SVL + (1 + SVL | LOCALIDAD) Mod (1)
MO ~ SVL + CG + DIG + (1 + SVL | LOCALIDAD) Mod (2)
5.2.1 Variables morfométricas

Para cada individuo se registr6 el sexo por analisis gonadal y se
midieron 11 variables morfologicas utilizando un calibre digital (0,01 mm): largo
hocico cloaca (SVL), ancho mandibular (MW), largo de la cabeza (HL),
distancia interorbital (I0D), didmetro del ojo (ED), distancia internarinas (IND),
distancia ojo-narina (SED), largo del brazo (ARML), largo de la tibia (TIB), largo
del tarso (TRL) y largo del metatarso (META) (Fig. 4). Utlizando estas
variables, se estudio la eventual existencia de dimorfismo sexual por medio de
analisis univariados y multivariados.
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Los sexos se compararon a traves de un analisis multivariado no
paramétrico, en el que se tiene en cuenta la permutacion de la varianza para
cada variable (PERMANOVA). Las diferencias en la forma entre machos y
hembras se examinaron a través de un Andlisis de Componentes Principales y
Claster Jerarquico. Para minimizar el efecto del tamafio en estos andlisis, se
utilizaron los residuos de las regresiones entre las variables morfométricas y el
SVL.

5.2.2 Variables abioticas

Mediante andlisis de regresion lineal y logaritmica, se correlacionaron las
variables reproductivas de hembras (IR y F) y machos (VT) con los datos de
temperatura media (T), precipitacion acumulada (PP) y humedad relativa media
(% H) mensuales de los lugares de estudio durante el periodo de colecta de los
individuos. Los datos climaticos fueron proporcionados por el Instituto
Uruguayo de Meteorologia (INUMET) y por el Instituto Nacional de Estadistica
(INE) (Fig. 5).

Para los andlisis estadisticos realizados en este trabajo se utilizaron los
softwares de uso libre R 3.2.5 (R Core Team, 2016), Past 3.02a (Hammer et
al., 2001; Hammer, 2014) y Statistica v. 10 (StatSoft. Inc., 2011).
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6 RESULTADOS

6.1 Variacion mensual

Se encontré que de los 98 ejemplares colectados para este estudio, 49
fueron hembras (11 adultas y 38 juveniles) y 49 machos (20 adultos y 29
juveniles).

Se observo un maximo de individuos (n = 25), conteniendo los cuatro
grupos etarios (machos: adultos y juveniles; hembras: adultas y juveniles) en el
mes de Feb 2015 (Fig. 6), coincidiendo con el registro mas alto del porcentaje
de humedad (69,73%). Se encontraron hembras maduras en Oct y Dic 2013,
Ene, Nov 2014 y Feb 2015, registrdndose maximos de tres individuos en Dic
2013 y Nov 2014. El mes donde se encontré6 mayor abundancia de hembras
maduras (21,43%, n = 3) y machos adultos (42,86%, n = 6) fue en Dic 2013,
estos resultados coinciden con la mayor temperatura registrada en este estudio
(26,2 °C). Los machos adultos se encontraron en todos los meses menos en
Abr 2014 (cuando solo se colectaron individuos juveniles de ambos sexos). El
68,37% de los individuos fueron juveniles, éstos se encontraron en casi todos
los meses muestreados menos en Mar 2015, donde solo se registré un macho
adulto. Si se consideran los cambios relativos entre juveniles y adultos, se
observo que los primeros dominan en los meses de enero y febrero, mientras
gue los segundos en noviembre y diciembre.

En todo el periodo de muestreo se hallaron hembras maduras en los
meses mas calidos, presentando ovocitos inmaduros, maduros y atrésicos (Fig.
3A).

En octubre y diciembre de 2013 se hallaron los valores mas altos de IR y
F respectivamente, mientras que el VT present6 valores bajos en esos meses.
Por otro lado, para febrero de 2015 se observaron los valores mas bajos de IR
y Fy el valor mas alto de VT (Fig. 7).

Se encontraron variaciones mensuales significativas (p < 0.001) de las
variables reproductivas en hembras entre los meses de octubre, diciembre
2013, enero, noviembre 2014 y febrero 2015: IR (F = 44.75, DF = 10) (Fig. 8), F
(F = 105.1, DF = 10) (Fig. 9), MO (F = 19.54, DF = 11). Mientras que en los
machos las variaciones mensuales significativas (p < 0.001) encontradas en el
volumen testicular correspondieron a los meses de octubre, diciembre 2013,
enero, febrero, marzo, noviembre 2014 y febrero, marzo 2015: VT (adultos: H =
26.69 (Fig. 10); juveniles: H = 27.71).
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Por otro lado, también se encontraron variaciones mensuales
significativas (p < 0.001) en la masa de los CG de hembras y machos en los
meses antes mencionados: CG hembras (adultas: H = 15.78; juveniles: H =
56.26) y CG machos (adultos: H = 29.27; juveniles: H = 42.76).

6.2 Relaciones entre el tamafio corporal y las variables
reproductivas

No se encontré una relacion lineal entre SVL y F (r? = 0.19, p = 0.172),
asi como tampoco entre SVL e IR (r? = 0.18, p = 0.187). No se observé ninguna
relacion de dependencia entre el tamafio en hembras adultas y el volumen de
los ovocitos (r*= 0.11, p = 0.306).

Sin embargo, se hall6 una significativa relacién lineal entre SVL y la
masa de los ovarios en hembras adultas (r>= 0.31, p < 0.074) (Fig. 11).

A modo de verificacion se realiz6 una regresion lineal entre la masa de
los ovarios y el volumen de los ovocitos, encontrandose una fuerte relacion
entre las variables (r?= 0.77, p < 0.001) (Fig. 12).

Por otro lado, para los machos adultos se evidencio una correlacion
entre SVL y VT (r? = 0.45, p < 0.001) (Fig. 13).

6.3 Relaciones entre las variables reproductivas en funcion de la
localidad

Los modelos (0), (1) y (2) tuvieron un criterio de convergencia REML de:
24.2; 19.9 y 16.3 respectivamente (Tabla 1). Se ajustaron a un numero de
observaciones de 11 y el numero de niveles del factor de agrupaciéon para el
efecto aleatorio de la localidad fue de 4, correspondiendo a: Arapey (Salto),
Cuinapirt (Rivera norte), Lunarejo (Rivera noroeste) y Pan de Azlcar
(Maldonado).

En funcion de la localidad, se obtuvo que la MO alcanz6 valores
maximos en Cufiapird, mientras que los minimos se reportaron para Lunarejo,
con Arapey y Pan de Azucar mostrando valores intermedios (Fig. 14A).
Analizando los valores medios encontrados en la relacion entre la MO y la
localidad y el contexto geografico de donde provinieron esos ejemplares (Fig.
14B), se observd una tendencia creciente en la masa de los ovarios a medida
gue nos movemos en un gradiente longitudinal de oeste a este en el territorio
uruguayo, aungque con leve apoyo estadistico (Fig. 14C). Latitudinalmente no
se encontrd ningun tipo de relacion.
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Mientras que la localidad de Arapey presentd los valores maximos para
cada una de las variables fijas estudiadas (SVL-CG-DIG), Lunarejo se destaco
por presentar los valores minimos en SVL-CG, presentando DIG con una
amplia variacion. Por otro lado, Cufiapird no se destacé en ninguna de las
variables fijas estudiadas.

En el estudio del modelo nulo (0) se obtuvo una relacién inversa entre el
intercepto y MO con una estimacion (B3 = -0.512 + 0.155; t = -3.293). La
varianza de los residuos fue de s? = 0.132 y un desvio estandar s = 0.363.

Analizando el modelo (1) se obtuvo una relacién directa entre la variable
fija SVL y la variable dependiente MO, con una estimaciéon de (B = 1.125 +
0.51; t = 2.206). Se encontr6 que una muy baja variabilidad no pudo ser
explicada por el término aleatorio de la localidad, resultando en una varianza de
los residuos de s? = 0.126, s = 0.355.

Del modelo (2) resultaron dos relaciones directas y una inversa. Se
obtuvo una relacion directa entre SVL y MO con una estimacion de (3 = 1.16 £
0.586; t =1.982) y entre DIG y MO (3 = 0.359 + 0.251; t = 1.431). Por otro lado
se encontr6 una relacion inversa entre CG y MO (3 = -0.815 + 0.77; t = -1.058).
En este caso, la varianza de los residuos también fue baja s®> = 0.116, s = 0.34.
Se encontraron correlaciones entre los efectos fijos. El SVL se correlaciond
negativamente con CG y DIG (r = -0.51; r = -0.333 respectivamente), mientras
gue entre CG y DIG no hubo correlacion (r = 0.07).

De la comparacion de los modelos estudiados, resultd que la masa de
los ovarios depende directa y significativamente del largo hocico-cloaca
(modelo (1); p<0.01), mientras que cuando se incluyen CG y DIG esta relacion
encuentra un apoyo estadistico ligeramente menor (modelo (2); p<0.05) (Tabla
2).

6.4 Dinamica de los cuerpos grasos y variacion gonadal

Se testo la posible asociacion entre la masa de los CG y las variables
reproductivas, hallandose una significativa relacion lineal y exponencial entre la
masa de los CG y VT en los machos adultos: r> = 0.49, p < 0.003, r = 0.70 (Fig.
15); mientras que en los juveniles no se encontré asociacion: r> = 0.07, p =
0.22. Por otro lado, en las hembras no se pudo comprobar tal relacién entre la
masa de los CG e IR/F/IMO (r? = 0.06, p = 0.46; r* = 0.003, p = 0.86; r* = 0.02, p
= 0.62, respectivamente).

19



6.5 Relaciones entre cuerpos grasos, desarrollo gonadal y el
volumen del tracto digestivo

Mediante los modelos de regresion lineal mdltiple realizados, se pudo
comprobar que IR, F y VT estan influenciadas por al menos una de las
variables independientes introducidas en el andlisis (CG y DIG).

En el caso de las hembras maduras, la IR tuvo una fuerte y significativa
correlacién negativa con los CG (b* = -0.92, r* = 0.70, p < 0.004), mientras que
con el DIG se encontré una alta influencia positiva (b* = 0.686, r? = 0.70, p <
0.01) (Tabla 3). También se analiz6 la F en relacion a CG y DIG, no hallandose
algun tipo de relacion entre ellas (r?= 0.11, p = 0.25).

Para los machos adultos, se encontr6 que el VT se correlacioné
positivamente con los CG (b* = 0.931, r>= 0.87, p < 0.001), sin embargo no se
encontré una relacién con el DIG (b* = 0.042, r* = 0.87, p = 0.65) (Tabla 4).
Todos los individuos analizados (n = 19) contenian alimento en el tracto
digestivo.

6.6 Dimorfismo sexual

Las hembras maduras mostraron una media de SVL (56.53 + 4.99 mm, n
11) significativamente mayor a la de los machos adultos (48.41 + 3.38 mm, n
20) (t = 5.386, p < 0.001). Cuando se introdujeron todas las variables
morfométricas, la comparaciéon de sexos realizada a través del test no
paramétrico PERMANOVA, también resulto significativa, F = 3.25, p < 0.03. Al
estudiar el coeficiente de varianza de las variables morfométricas analizadas,
ninguna se destaco. La que obtuvo la menor varianza fue META con 9.37 y la
gue tuvo la maxima fue ARML con 12.73.

En el Andlisis de Componentes Principales se encontraron 10
componentes, de los cuales PC1 explico el 58.55% de la varianza, mientras el
PC2 el 15.19%; mientras que a partir del tercero los porcentajes se vuelven
notoriamente mas bajos (Fig. 16). Tomando en cuenta los dos primeros
componentes, se explica el 73.74% de la varianza total. En el grafico de
dispersion se observan los puntos con un alto grado de solapamiento (Fig. 17).
Las variables que mas aportaron a PC1 en funcién a los valores de los
coeficientes de carga, loadings, fueron: META (0.724) y TIB (0.47), mientras
gue las que obtuvieron los valores mas bajos fueron: IND, ED, SED, 10D (Fig.
18). Para PC2 los mayores loadings los obtuvieron: TIB (0.463) y TRL (0.324),
mientras que dentro de los que menos aportaron se destaca la variable META,
quien resultdé con —0.663 (Fig. 19), aunque este componente no mostrd ser
explicativo, ya que en el ploteo de todos los componentes, el PC2 resultdé por
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debajo de la curva del modelo broken stick (Fig. 16). Las variables mas
significativas se correlacionaron con su respectivo componente.

Adicionalmente, se realizé un cllaster jerarquico, obteniéndose un
dendrograma, en el cual se observa una topologia de hembras y machos en
congruencia con el andlisis de componentes principales, determinando la
ausencia de dimorfismo sexual morfométrico en la especie (Fig. 20).

Por medio de analisis cualitativos se comprob6 la presencia de callos
nupciales oscuros por encima del primer y segundo dedo de la pata delantera
en machos adultos.

6.7 Factores abioticos y reproduccion

Se encontré una relacion lineal y logaritmica entre IR y porcentaje de
humedad mensual (r = 0.65, p < 0.03; r* = 0.42) (Fig. 21), pero cuando se
analizo la F contra ese factor ambiental, no se encontrd ninguna relacion (r =
0.24, p = 0.47; r*= 0.06).

Se encontrd una correlacion negativa entre IR y la temperatura mensual
(r =-0.63, p < 0.04; r> = 0.39) (Fig. 22), mientras que F no se relacion6 con ese
factor abidtico (r = -0.28, p = 0.39; r* = 0.08).

No se hall6 una asociacién significativa entre la IR y las precipitaciones
mensuales (r = 0.25, p = 0.46; r* = 0.06). En el caso de la F y ese factor
abiotico, tampoco se pudo establecer la existencia de algun tipo de relacién (r =
-0.15, p = 0.66; r*=0.02).

Se encontr6 una débil correlacion entre el VT y el porcentaje de
humedad mensual registrado (r = 0.39, p < 0.08; r* = 0.154) (Fig. 23). Mientras
gue no se hallé ningan tipo de relacién entre VT y la temperatura (r = -0.11, p =
0.66; r* = 0.01) ni con las precipitaciones mensuales registradas (r = 0.01, p =
0.96; r> = 0.0001).
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7 DISCUSION

7.1 Variacion mensual

Dado que se constatd la presencia de hembras maduras so6lo en los
meses mas célidos que ademas coinciden con los registros de humedad y
temperatura mas altos del estudio, podemos suponer una temporada
reproductiva para L. macroglossa que abarca los meses de octubre hasta
febrero. Esto concuerda con lo reportado en varios estudios anteriores para
esta especie en Uruguay, en donde se describe una actividad reproductiva que
incluye los meses calidos del afio (Gudynas & Gehrau, 1981; Langone &
Prigioni, 1985; Maneyro & Carreira, 2012) y por Kaefer et al. (2009) para una
poblacién en Rio Grande do Sul. Los resultados obtenidos pueden interpretarse
segun Wells (1977) como los esperables para una especie con un patrén
prolongado de reproduccion. La mayor abundancia de machos adultos en
relacion a las hembras maduras, es lo esperable para anuros con patrones de
reproduccion no explosivos (Wells, 1977). El periodo reproductivo reportado en
este estudio, se debe a la significativa variacion mensual encontrada en la
inversion reproductiva y fecundidad de hembras maduras, asi como en el
volumen testicular y la presencia de callos nupciales oscuros en machos
adultos. Ademas, las hembras parecen prepararse para la temporada
reproductiva aumentando la inversion anticipadamente, a diferencia de los
machos, los cuales incrementan progresivamente el volumen testicular,
terminando la temporada con valores maximos. La variacion mensual en el
volumen testicular se ha reportado en trabajos previos, proponiéndose como un
buen indicador de estacionalidad en otras especies con reproduccion
prolongada (Pereira et al., 2015).

Se encontré una variacion mensual significativa en la masa de los
cuerpos grasos de individuos adultos. Probablemente esto se deba a una
diferencia en la manera en que los individuos invierten los recursos a lo largo
del afio, siendo minimos justo antes y durante la temporada reproductiva. Se
han reportado reducciones, durante la temporada de reproduccion, de la masa
de los 6rganos que almacenan energia para machos de varias especies con
reproduccion prolongada (Wells, 2007). Para hembras de zonas templadas se
ha encontrado que la masa de los cuerpos grasos son Optimas justo antes del
comienzo del invierno, alcanzando el minimo durante la época reproductiva
(Wells, 2007). La variacion estacional de los cuerpos grasos fue correlacionada
con los periodos de latencia durante la temporada desfavorable y con la
produccion de gametos y vitelo en varias especies de anfibios (Oliveira &
Andrade, 1997). En lo que respecta a individuos juveniles, en este trabajo se
encontré una variacion mensual en la masa de las estructuras que almacenan
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la energia. En la bibliografia, no se ha reportado un patron claro de variacion en
el tamafo de los cuerpos grasos en individuos juveniles de algunas especies,
sugiriéndose que en esa etapa ontogenética la prioridad es utilizar toda la
energia almacenada para el crecimiento (Pereira et al., 2015).

7.2 Relaciones entre el tamaiio corporal y las variables
reproductivas

El tamafio corporal influye en la ecologia de un animal, a pesar de que
es una caracteristica muy plastica, ya que su expresion en el fenotipo de los
animales es una compleja interaccién entre la genética y el ambiente (Green,
2015). La reproduccion esta influenciada por la variacion del tamafio corporal,
esto fue demostrado en especies con crecimiento indeterminado, en donde
mayores tamafos se asocian con mayores fitness reproductivos (Camargo et
al., 2008).

En este trabajo, la ausencia de relacion entre el tamafio corporal y las
variables fecundidad e inversién reproductiva en hembras maduras podria
indicar que la asignacion de recursos hacia la reproduccion no depende del
tamafo del animal, sino que podrian estar actuando otros factores como el
estado nutricional de los individuos, la temperatura y las precipitaciones, lo que
fue demostrado en trabajos previos (Prado & Haddad, 2005). En este estudio
no se pudieron establecer patrones muy claros de dependencia entre las
variables reproductivas y las abidticas, por lo que pueden estar influenciando
otros caracteres (ej.: cantidad de energia almacenada en los cuerpos grasos,
habilidad en la busqueda de alimento, asi como la disponibilidad de presas y el
riesgo de ser predado, entre otras) o incluso puede deberse a la baja cantidad
de hembras maduras colectadas, ya que podria no ser una muestra
representativa. Puesto que no se hallé una relacion entre el tamafio corporal y
el volumen de los ovocitos, queda descartado que las hembras mas grandes
dirijan sus recursos energéticos para obtener mayores tamafios en sus
gametos, lo que deja a futuras interpretaciones que podria estar sucediendo en
relacion al tamafio de las puestas, ya que se podria estar frente a una especie
con multiples oviposiciones en cada evento reproductivo. Esta condicién ya fue
reportada en estudios anteriores (Prado & Haddad, 2005). Esto es coherente,
ya que se trata de una especie con un modo reproductivo tipo 1 (Haddad &
Prado, 2005), el modo mas primitivo, en donde tanto los ovocitos como las
larvas son acuaticos, y por lo general los primeros, poseen tamafos pequefios
pero en contrapartida, las hembras oviponen una mayor cantidad, condicion
opuesta a la que ocurre en reproductores mas terrestres (Gomez-Mestre et al.,
2012).
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En contrapartida, el volumen testicular de machos adultos se
correlaciond positivamente con el tamafio corporal. Por lo que, individuos mas
grandes tendrian volumenes testiculares mayores y sumado al hecho de que
se encontraron variaciones mensuales significativas en estas estructuras, se
puede suponer un aumento de la masa testicular, fruto de la maduracion de
células espermatogénicas (Pereira et al., 2015) luego de sucesivos eventos
reproductivos durante la temporada. Entonces, los machos méas grandes
tendrian mayor fitness que los pequefios. Estos resultados también se han
demostrado en otras especies de zonas templadas (Rodrigues et al., 2005;
Pereira et al., 2015; Elgue & Maneyro, 2017).

7.3 Masa de los ovarios y tamafio corporal en funcion de la
localidad

Cuando se tomo en cuenta la localidad como una variable de efecto
aleatorio a la hora de analizar la posible relacion entre el tamafio corporal y la
masa de los ovarios, se encontré una significativa relacion directa entre las
variables. Esta tendencia indica que, a medida que el tamafio del cuerpo
aumenta, en proporcion se puede destinar mas espacio de la cavidad
abdominal para alojar ovarios mas pesados y por ende mas grandes. Se podria
argumentar que, hembras mas longevas serian mas grandes y podrian invertir
mas en sus génadas, en comparacion con hembras mas jovenes.

Por otro lado, cuando se analizé la relacion de la MO y la localidad en un
contexto geografico, y pese a la tendencia creciente observada, de momento
no es posible determinar si este gradiente responde a un efecto de muestreo
influenciado por la baja cantidad de hembras maduras estudiadas.

Por otra parte, los contextos hidrograficos y eco-regionales de Uruguay
tampoco contribuyen a hipotetizar sobre las posibles causas del gradiente
encontrado. En el caso de las eco-regiones, se debe tener en cuenta que las
hembras correspondientes a las localidades de Lunarejo y Cufapird se
encuentran muy proximas al limite entre las eco-regiones Cuesta Basaltica y
Cuenca Sedimentaria Gondwanica, cuyos limites no son bordes nitidos sino
franjas eco-tonales, y ademas internamente son unidades heterogéneas
(Brazeiro, 2015). Por otro lado, las cuencas hidrograficas involucradas en este
estudio (Cuenca del Rio Uruguay, subsector Cuenca del Rio Negro - Cuenca
del Rio de la Plata y Frente Oceanico, subsector Cuenca Atlantica) presentan
una importante diversidad de ambientes, entre 96 y 51 respectivamente. No
obstante, las cuatro localidades aqui estudiadas (Arapey, Lunarejo, Cufapird y
Pan de Azlcar) presentan ambientes de serranias de suelos superficiales con
afloramientos rocosos, que se desarrollan en cotas de entre 300 y 500 metros
de altura, por lo que constituyen subsistemas hidrolégicos y ecoldgicos
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relativamente homogéneos, no permitiendo en consecuencia hipotetizar sobre
las posibles causas del gradiente encontrado en este trabajo (Achkar et al.,
2013).

7.4 Dinamica de los cuerpos grasos y variacion gonadal

No se encontré una relacion entre las variables reproductivas y la masa
de los cuerpos grasos en hembras maduras. La ausencia de correlacion entre
estas estructuras y los ovarios, se puede interpretar a la luz de que la
reproduccion no es prioritaria para la asignacion de estas reservas de energia.
Por otro lado, se ha demostrado que los cuerpos grasos juegan un rol muy
importante durante la vitelogénesis, tanto en especies de zonas templadas
como tropicales, asi como en la hibernacion durante los meses mas frios del
afo (Jgrgensen, 1992; Prado & Haddad, 2005).

Contrariamente, en los machos adultos, se evidencio una relacion de
dependencia entre el volumen testicular y los cuerpos grasos. Este resultado
sugiere que los individuos pueden usar sus reservas como fuente de energia
para la actividad reproductiva. El costo energético de la reproduccion en
machos ha sido muy estudiado. Se sabe que la mayor parte de la energia se
gasta durante el cortejo, ya que se ha demostrado que el costo energético de la
gametogénesis parece ser significativamente menor. La mayoria de los
estudios le atribuyen a la vocalizacién la mayor inversion energética (Duffitt &
Finkler, 2011). En este sentido, Kaefer et al. (2009) clasifican a los machos de
L. macroglossa dentro de la estrategia etoldgica de “machos vocalizadores”, ya
gue se caracterizan por la emision de llamadas de anuncio para atraer hembras
receptivas.

7.5 Relaciones entre cuerpos grasos, desarrollo gonadal y el
volumen del tracto digestivo

Cuando se tomé en cuenta cuanto influye el volumen que ocupa el
contenido en el tracto digestivo en la relacion entre los cuerpos grasos Yy el
desarrollo de los ovarios, se registré un compromiso entre esas estructuras. Se
puede establecer que para las hembras, la reproduccion es prioritaria para la
asignacion de la energia contenida en los cuerpos grasos. Esta condicion se ha
reportado para otra especie de zona templada y patron de reproduccion
prolongado (Pereira & Maneyro, 2012). El hecho de que todas las hembras
maduras colectadas tuvieran ovocitos inmaduros y maduros, asi como algo de
contenido de alimento en el tracto digestivo, sugiere que no dejan de
alimentarse durante la reproduccién, ya que necesitan seguir invirtiendo
energia para la vitelogénesis durante todos los meses que dura la estacién
reproductiva.
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Por otro lado, en machos adultos cuando se analiz6 la posible relacion
entre el volumen testicular y los cuerpos grasos teniendo en cuenta el volumen
gue ocupa en la cavidad abdominal la presencia o ausencia de contenido en el
tracto digestivo, se obtuvo una correlacién directa y positiva entre la variable
reproductiva y la energia, se establecio cierta sincronia entre las variables, por
lo cual se puede postular que los machos de Limnomedusa macroglossa
también se siguen alimentando durante la temporada reproductiva y ademas
utilizan sus cuerpos grasos como reservas, esto también fue demostrado en
otros estudios en especies con reproducciéon prolongada (Diaz-Paez & Ortiz,
2001; Pereira et al., 2015), sin embargo no estaria influenciado por el volumen
ocupado por el alimento en el tracto digestivo.

7.6 Dimorfismo sexual

Desde el punto de vista estadistico, y como sucede en mas del 90% de
las especies de anfibios anuros, se encontr6 un dimorfismo sexual en el
tamafo en Limnomedusa macroglossa, con hembras mas grandes que los
machos (Shine, 1979). Estos resultados concuerdan con los encontrados en
otro estudio en una poblacion de L. macroglossa al sur de Brasil (Kaefer et al.,
2009). Algunas explicaciones de tal diferencia entre hembras y machos que se
han dado en la bibliografia son: que la preferencia por hembras mas grandes
evolucion6 porque éstas producen mas ovocitos por puesta, aumentando de
esa manera el fitness (Bionda et al., 2011); la existencia de posible
depredacion diferencial de machos mas grandes, ya que el largo periodo
reproductivo los expone, haciéndolos mas vulnerables a los depredadores
(Camargo et al., 2008); la seleccion sexual (Shine, 1979; Woolbright, 1983;
Arak, 1988), la estructura de edades (Monnet & Cherry, 2002), entre otros
argumentos.

Adicionalmente, se constatd un caracter sexualmente dimorfico, el
desarrollo de callos nupciales oscuros. Estos rasgos se expresan durante la
temporada reproductiva en respuesta a los aumentos en los niveles de
androgenos circulantes, pero posteriormente regresan durante el periodo no
reproductivo, aunque sin parecerse a la morfologia que presentan las hembras
maduras (Wells, 2007).

Sin embargo, desde el punto de vista morfolégico, no hay diferencias
entre los sexos. Por lo cual, podria tratarse de una especie en la que las
hembras alcanzaran la madurez sexual tardiamente, postergando la edad de
su primer evento reproductivo, manteniendo la misma forma y proporciones
corporales que los machos, pero alcanzando tamafios mas grandes. Dicha
diferencia en tamafio podria ser adaptativa para las hembras, ya que un mayor
tamafio corporal permitiria aumentar el volumen de la cavidad abdominal,

pudiendo alojar ovarios mas grandes y en consecuencia, aumentando su
26



fitness. Por lo que la seleccion sexual no seria el mecanismo por el cual se
determinaria la existencia de dimorfismo sexual en Limnomedusa macroglossa,
sino que estaria determinado por la tasa de crecimiento diferencial entre los
sexos (Monnet & Cherry, 2002; Wells, 2007).

7.7 Factores abidticos y reproduccion

La actividad reproductiva de los anuros, que habitan zonas templadas
con cierta estacionalidad, generalmente estd influenciada por periodos de
precipitaciones y de altas temperaturas (Prado et al., 2005) asi como también
por el fotoperiodo y la humedad (Duellman & Trueb, 1994; Zank et al., 2010).
Se ha demostrado que el fotoperiodo juega un rol muy importante en la
estivacion, espermatogénesis y vocalizacion en machos adultos de un
ensamble de anuros de Rio Grande do Sul. El fotoperiodo se considera el
factor mas eficaz para estudiar el cambio estacional en animales ectotermos de
ambientes templados, porque aporta informacion sobre la época del afio (Both
et al., 2008).

Segun estudios previos, L. macroglossa muestra un patron de actividad
reproductiva en los meses mas calurosos del afio en Uruguay (Maneyro &
Carreira, 2012). Para una poblacion en Rio Grande do Sul, se relaciono la
actividad reproductiva con periodos donde el fotoperiodo es mas largo, cuando
la temperatura alcanza valores maximos, argumentando que estos factores
juegan papeles importantes en los ciclos reproductivos de los anfibios,
principalmente en especies de zonas templadas, debido a sus predecibles
cambios estacionales. No asi, los niveles de precipitaciones y humedad, ya que
en Rio Grande do Sul, éstas se distribuyen uniformemente a lo largo del afio,
por lo que no las consideran factores de variacion estacional que puedan
explicar la actividad reproductiva en esa region (Kaefer et al., 2009).

Los resultados de este estudio demostraron que los valores medios de
precipitaciones no parecen incidir en la reproduccion de L. macroglossa, esto
es coherente, ya que se trata de una especie con reproduccion acuatica (modo
reproductivo tipo 1) y prolongado, la cual tenderia a ser menos dependiente de
las precipitaciones (Haddad & Prado, 2005; Wells, 2007; Zank et al., 2010),
aunque las caracteristicas micro-climaticas de cada lugar pueden ser
importantes (Gudynas & Gehrau, 1981). Por otro lado, la actividad reproductiva
de las hembras tuvo una correlacion negativa con la media mensual de
temperaturas registradas para las localidades estudiadas, por lo que se podria
proponer que las hembras se preparan, incrementando la masa de los ovarios
al inicio de la primavera para el arribo de la temporada reproductiva,
oviponiendo en los meses mas calurosos. Finalmente, se encontré una fuerte y
significativa relacion entre la inversion reproductiva en hembras maduras y el

porcentaje de humedad mensual, asi como también con el volumen testicular
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de machos adultos. Da Silva et al. (2012), plantean que altos niveles de
humedad conducen hacia una mayor cantidad y variedad de modos
reproductivos y consecuentemente, en los lugares donde esto ocurre, hay una
mayor diversidad filogenética dentro del grupo de los anfibios. Esto soporta la
idea de que existe un continuo entre los patrones reproductivos descriptos por
Wells (1977) y que no todas las especies se adaptan a uno u otro patrén
(Stebbins & Cohen, 1997). Camargo et al. (2005), Pereira & Maneyro (2012) y
Pereira et al. (2015) demostraron que ni la temperatura ni las precipitaciones
controlan exclusivamente los patrones reproductivos en dos especies con
patrén prolongado de reproduccion (P. gracilis y P. riograndensis), por lo cual,
los ritmos internos, regulados por glandulas como la adenohipdfisis, pueden ser
los responsables de activar o inhibir la actividad gonadal en algunas especies,
asi como la posicion filogenética que ocupen y cual estrategia reproductiva
intermedia se adopte, entre reproductores prolongados y explosivos. Por otro
lado, en reproductores explosivos se ha demostrado correlacion entre las
variables reproductivas y los factores abioticos (Valdez & Maneyro, 2016; Elgue
& Maneyro, 2017; Pereira & Maneyro, 2017) reafirmando la idea del
“oportunismo” para el evento reproductivo luego de una lluvia copiosa, por
ejemplo para especies como M. montevidensis y O. americanus (Pereira, 2014;
Valdez & Maneyro, 2016; Pereira & Maneyro, 2017).
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8 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La temporada reproductiva para Limnomedusa macroglossa en Uruguay
abarcaria los meses calidos del afio. Los factores abi6ticos auspiciarian como
punta pié inicial, permitiendo la activacion gonadal y regulando su duracion, con
machos y hembras invirtiendo en forma diferencial sus recursos a lo largo del
afo. Los individuos no dejan de alimentarse durante la reproduccion,
asignando la energia a la vitelogénesis (en hembras) y a la vocalizacion (en
machos). El dimorfismo sexual encontrado en el tamafio estaria determinado
por una tasa de crecimiento diferencial entre los sexos, favoreciendo a las
hembras, ya que hembras mas longevas, alcanzando mayor tamafio corporal,
podrian alojar ovarios mas grandes, aumentando su fitness. Por otro lado, entre
los machos, aquellos mas grandes tendrian mayor fithess. En conclusion, la
actividad reproductiva de Limnomedusa macroglossa corresponde con lo
esperable para una especie estacional tipica de ambientes templados con un
patron prolongado de reproduccion.

Para futuros trabajos sobre biologia reproductiva en esta especie, seria
recomendable contar con la informacion de la masa de los individuos al
momento de la colecta, ya que este dato da una medida mas exacta del
tamafo de la cavidad interna y define mas claramente la capacidad ovarica en
los anuros segun trabajos previos (Prado & Haddad, 2005). Por otro lado, seria
bueno realizar un mayor esfuerzo de muestreo, para obtener parejas en
amplexo, capturarlas, marcarlas y reservarlas en contenedores apropiados
hasta que las hembras realicen la oviposicion y luego devolverlos al lugar de la
colecta. Asi se podrian estudiar posibles relaciones con el tamafio de la puesta.
Ademaés, la realizacion de esqueleto-cronologia podria aportar valiosa
informacion para determinar o estimar de forma mas precisa la edad y
compararlo con el tamafio de la puesta; asi como también establecer una
estructura de edades dentro de las poblaciones estudiadas.

Dado que no se detectd un patrén muy claro entre las variables
reproductivas y la cantidad de cuerpos grasos en machos juveniles y en
hembras maduras, seria interesante poder estudiar a futuro que sucede con la
dinamica de otras moléculas reservorio de energia, como el glucégeno, tanto
en el cuerpo como en el higado, para poder determinar qué proporcion de ésta
se invierte en la reproduccion. Esto se ha estudiado en varias especies durante
la temporada reproductiva (Duffitt & Finkler, 2011).

Es importante mencionar, que algunos resultados reportados en este
trabajo pueden estar influenciados por un artefacto de muestreo, dado que no
se hallaron individuos en los meses mas frios (Mayo — Setiembre) en el periodo
en el que este trabajo se llevo a cabo. Ademas, se constatdé que tampoco en
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las colecciones biolégicas se cuentan con datos pertenecientes a los meses
frios del afio, por lo que se podria pensar que existen fendmenos subyacentes
(mayor mortalidad, hibernacion, entre otros) relacionados a la ausencia de
individuos en esos meses.
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Figura 1. Imagen de campo tomada en el Departamento de Tacuarembd donde se
encontraron dos individuos de Limnomedusa macroglossa que se encontraban
refugiados bajo una gran piedra.

Figura 2. Localidades donde se colectaron los individuos
utilizados parael presente estudio.
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Figura 3. (A) Ovarios conteniendo ovocitos inmaduros, maduros y atrésicos; (B) Cavidad
abdominal de macho juvenil sefialando cuerpos grasos y testiculo derecho; (C) Callos
nupciales en machos adultos.

37



SV|

META <€

Figura 4. Variables morfométricas: largo hocico-cloaca = SVL; ancho mandibular = MW;
largo de la cabeza = HL; distancia interorbital = 10D; didametro del ojo = ED; distancia
internarinas = IND; distancia ojo — narina = SED; largo del brazo = ARML; largo de la tibia
=TIB; largo del tarso = TRL; largo del metatarso = META.

o] 240
{zm
70 {200
180
& 160
4140
50
4120
4100
40
{=a
3{] 460
443
0 {20
— T mesiL)
10 20 e % mEs)L)
§ g &|8|2|g|8 & & /23 — PR (mes)()
= = 3 5 ; ; 5 : g
s 8 g <
R %
=<
a
:
g
oct-13 dhe-13 ene-14  feb-18 mar-14 now-14 feb-1% Fra- 1%

Figura 5. Datos de los factores ahidticos por fecha y localidad:
T{mes)=temperatura mensual en 2C; “tH{mes)=porcentaje de humedad mensual;
PP(mes)=precipitaciones mensuales en mm (Datos obtenidos de INUMET e INE).
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Figura 7. Comparacion de VT=volumen testicular de machos adultos versus
IR=inversion reproductivay F=fecundidad en hembras maduras.
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Figura 8. Analisis de la variacion mensual de IR=Inversion reproductiva en
hembras maduras de Limnomedusa macroglossa. Los puntos representan
la media y las barras muestran los valores minimos y maximos
alcanzados.
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Figura 9. Analisis de la variacion mensual de F=fecundidad en hembras
maduras de Limnomedusa macroglossa. Los puntos representan la media
ylas barras los minimos y maximos obtenidos.
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Figura 10. Analisis de la variacion mensual del WT=volumen testicular, en
aguellos individuos gue se consideraron adultos, ya que presentaban callos
nupciales. Los puntos representan la media, las barras los minimos y maximos
obtenidos.
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Figura 14. {A) Box-plot entre la variable aleatoria LOCALIDAD y la variable respuesta
MO(g)=masa de los ovarios. Las localidades (de izquierda a derecha) corresponden a los
Departamentos de: Salto, Rivera norte, Rivera noroeste y Maldonado, respectivamente;
(B) Mapa de Uruguay sefialando la delimitacion de las eco-regiones. Las localidades
sefialadas (de izquierda a derecha) corresponden a los Departamentos de: Salto (2),
Rivera noroeste (4), Rivera norte (2) y Maldonado (1), respectivamente (Modificado de
Brazeiro, 2015); (C) Regresion lineal entre la coordenada geografica Longitud
(decimales) y la variable respuesta MO(g)=masa de los ovarios. Las coordenadas
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Figura 17. Resultado del analisis multivariado realizado con medidas morfométricas.
Ploteo del Analisis de Componentes Principales 1 versus 2. Los grupos analizados
(hembrasy machos) se sefialan con poligonos, rosado y azul respectivamente.
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Figura 18. Andlisis de Componentes Principales. Grafico de coeficientes de carga,
loadings, del PC1.
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Figura 19. Andlisis de Componentes Principales. Grafico de coeficdentes de carga,
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Figura 20. Resultado del analisis multivariado. Dendrograma de analisis de cluster
jerarquico. Los nimeros obtenidos son los porcentajes para 1000 pseudorréplicas.
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Figura 21. Regresion logaritmica entre IR=Inversion reproductiva y “H =porcentaje
de humedad mensual registrado.
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11 TABLAS

Tabla 1. Valores obtenidos de estimacion de maxima verosimilitud restringida {REML)
para todos los modelos disefiados.

TABLA 1: VALORES DE REML SEGUN MODELO

MO~ 1+ (1 | LOCALIDAD) 30,2
MO~ SVL + (1 | LOCALIDAD) 26,9
Mod (0): MO~ 1+(1+SVL | LOCALIDAD) 24,2
Mod (1): MO ~ SVL +(1+SVL | LOCALIDAD) 19,9
Mod (2): MO ~ SVL+CG + DIG +(1+SVL | LOCALIDAD)| 16,3

Tabla 2. Resultado del Andlisis de Varianza (ANOVA] realizado entre los modelos que mejor se
adaptaron al set de datos. Los valores significativos se muestran en negrita y se sefiala el cddigo
del nivel de significancia obtenido.

TABLA 2: MODELOS DE EFECTOS MIXTOS

Mod (0): [MO ~1+(1+SVL | LOCALIDAD)
Mod (1): [MO ~SVL+ (1 +5VL | LOCALIDAD)
Mod (2): [MO ~SVL+ CG +DIG+ (1+SVL | LOCALIDAD)

DF | AIC BIC LOGLIK | DESVIO | CHISQ | CHI | DF |PR(>CHISQ)
Mod (0):| 5 | 32,195 | 34,134 -11,097 22,194
Mod(1):| 6 | 30,247 | 32634 -9,123 18,246 | 3,948 1| 0,0469*
Mod(2):| 8 | 29,255 | 32,439 -6,627 13,255 | 4,991 2 | 0,0824.
Signif. codes: 0°***' 0.001°** 0.01°* 0.05" 01" 1

Tabla 3. Resumen del anlisis de regresion lineal multiple realizado en hembras maduras. La
variable dependiente utilizada fue la inversidn reproductiva (IR], mientras que las independientes
fueron la masa de los cuerpos grasos (€G] y el volumen ocupado por el tracto digestivo (DIG). Los
valores significativos se muestran en negrita.

TABLA 3 b* Std.Err. b Std.Err. t(8) p-value
Intercept -0,00329335 | 0,00120983 | -2,72215788| 0,02616123
CG -0,92198552 | 0,22035163 |-0,02145741| 0,00512825 |-4,18415563| 0,00306215
DIG 0,68554858 | 0,22035163 | 0,00095333 | 0,00030642 | 3,11115727 | 0,01442023
by b* = coeficientes de regresion (Beta coef.)

Tabla 4. Resumen del andlisis de regresion lineal miiltiple realizado en machos adultos. La
variable dependiente utilizada fue el volumen testicular (VT), mientras que las independientes
fueron la masa de los cuerpos grasos [CG) y el volumen ocupado por el tracto digestivo (DIG). Los

valores significativos se muestran en negrita.

TABLA 4 b* Std.Err. b Std.Err. t(16) p-value
Intercept 1,841 1,4916 1,23415 | 0,234958
DIG 0,041633 | 0,091307 0,202 0,4426 0,45597 | 0,654539
CG 0,931060 | 0,091307 | 3136112 | 307,5502 | 10,19707 | 0,000000

by b* =coeficientes de regresion (Beta coef.)
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