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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é apresentada em dois capitulos redigidos em formato de artigo
cientifico, com o intuito de que os comentarios e sugestdes da banca examinadora sejam
diretamente incorporados as futuras publicacdes. O primeiro capitulo aborda aspectos
da historia natural de Leptodactylus bufonius em seu ambiente natural, seguindo as
normas da revista Journal of Natural History. O segundo capitulo investiga o esforco
reprodutivo e as relacdes de tamanho-fecundidade desta mesma espécie, seguindo as
normas da revista Journal of Herpetology. Algumas normas, como por exemplo, separar
figuras e legendas do resto do corpo do texto, ndo foram seguidas para tornar a leitura

mais dinamica.
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Histdria natural de Leptodactylus bufonius (Amphibia: Anura) no

Chaco brasileiro, Mato Grosso do Sul

Resumo.

Leptodactylus bufonius é uma espécie tipicamente chaquenha, ocorrendo na Bolivia,
Argentina, Paraguai e Brasil central. O objetivo deste estudo foi descrever aspectos da
historia natural de L. bufonius, relacionados a reproducéo e dieta. FEmeas com ovocitos
e machos em atividade de vocaliza¢do ocorreram nos meses de dezembro, janeiro e
marco. Os individuos de L. bufonius vocalizavam a partir das 1800 h e permaneciam
ativos até por volta de 0100 h. O amplexo ocorreu apenas apos a entrada dos individuos
na camara subterranea e mais de dois individuos estiveram envolvidos no processo de
desova. As camaras subterraneas possuiam apenas uma abertura superior e oval. As
fémeas foram maiores e mais pesadas que 0s machos, porém os machos possuiam
cabeca mais comprida e larga. A dieta foi composta, principalmente, pelas ordens

Isoptera e Orthoptera, provavelmente estando relacionado as suas disponibilidades.

Palavras-chave: Camaras subterraneas; dieta; dimorfismo sexual; Pantanal; reproduc&o.



1. Introducéo

O Chaco é uma formacdo plana e aberta, incluida na grande diagonal de areas abertas
sul-americanas, que se estende desde a Caatinga, no nordeste brasileiro, até o limite do
Chaco no sul da Argentina (Bucher e Huszar 1999; Pennington et al. 2000; Souza et al.
2010). Com uma topografia plana, clima semi-arido e distintas formacGes vegetais
(Prado et al. 1992; Prado 1993; Navarro et al. 2006), o Chaco € uma provincia
biogeogréafica bem definida (Morrone 2006), com alto nivel de endemismo (e.g.,
Leynaud e Bucher 1999; Morrone et al. 2004; Brusquetti e Lavilla 2006). A maioria das
informac@es sobre a herpetofauna chaquenha esta limitada ao Paraguai e Argentina
(e.g., Leynaud e Bucher 1999, Giraudo 2003; Brusquetti e Lavilla 2006). Para o Brasil,
a primeira lista das espécies de anfibios e répteis do Chaco, municipio de Porto
Murtinho, foi recentemente publicada (Souza et al. 2010), mas estudos sobre a historia

natural das espécies encontradas exclusivamente no Chaco, sdo inexistentes.

Os anfibios anuros exibem uma grande diversidade de modos reprodutivos,
superior ao observado em outros grupos de vertebrados tetrapodes (Duellman e Trueb
1994; Haddad e Prado 2005; Wells 2007). Apesar dos estudos ja realizados, descri¢des
de novos modos continuam a ser publicados (e.g., Haddad e Pombal Jr. 1998; Prado et
al. 2002). O conhecimento sobre a histdria natural de anfibios é fundamental para o
nosso entendimento sobre os mecanismos de selecéo natural e evolugéo (Pough 1992).
Informacdes sobre a historia natural de anfibios tais como, tipo de amplexo, local de
desova, caracteristicas dos girinos e periodo de reproducéo, podem ainda ser usadas

para testar ou gerar hipoteses.

O género Leptodactylus (Fitzinger, 1826) € composto por 89 espécies

predominantemente neotropicais, distribuidas do sul do Texas até a Argentina e
10



algumas ilhas caribenhas (Frost 2010). As rés deste género apresentam desde modo
reprodutivo completamente aquatico até modos reprodutivos terrestres (Heyer 1969;
Prado et al. 2002). Com base nos modos reprodutivos e em caracteristicas morfolégicas,
Heyer (1969) sugeriu cinco grupos fenéticos para as espécies desse género: grupo de
Leptodactylus fuscus, L. marmoratus, L. melanonotus, L. latrans e L. pentadactylus. As
espécies incluidas no grupo de L. latrans depositam ovos em ninhos de espuma sobre a
agua e os girinos sdo aquaticos, enquanto algumas espécies nos grupos de L.
marmoratus e L. pentadactylus possuem desovas e larvas totalmente terrestres (Heyer
1969; Prado et al. 2002). As espécies pertencentes ao grupo de L. fuscus representam
um estagio intermediario, com desovas terrestres e girinos aquaticos. Os machos das
espeécies do grupo de L. fuscus constroem camaras subterraneas proximas a riachos ou
pocas e vocalizam a partir das cAmaras ou proximos a elas (Heyer 1969). As fémeas séo
atraidas até essas camaras, onde ocorre o amplexo e a deposicdo de ovos em ninhos de
espuma (Heyer 1969; Martins 1988); apds chuvas ou alagamentos, 0s girinos sao
carregados até os corpos de agua, onde completam seu desenvolvimento. O ninho de
espuma oferece protecdo a danos fisicos e desidratacdo, permitindo aos girinos
sobreviverem por mais tempo, mesmo em periodos de estiagem prolongada (Duellman

1992; Downie e Smith 2003).

Leptodactylus bufonius Heyer, 1978, pertence ao grupo de L. fuscus, o qual é
composto por 27 especies (Frost 2010). A analise de caracteres morfologicos,
osteoldgicos e comportamentais confirmou a monofilia do grupo, onde L. bufonius
aparece como espécie irma de L. troglodytes, uma espécie da Caatinga (Arzabe e
Almeida 1997), ambas formando um dos clados mais basais dentro do grupo (Ponssa,

2008). Leptodactylus bufonius € uma espécie tipicamente chaquenha, ocorrendo do sul
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da Bolivia ao norte da Argentina, Paraguai e Brasil central (Mato Grosso do Sul) (Frost
2010). Os machos constroem a camara, utilizando principalmente a cabeca com focinho
em forma de cinzel (ver Reading e Jofre 2003), para empurrar e moldar a lama. Apoés a
desova, fémeas de L. bufonius fecham a Unica abertura da camara (Crump 1995;
Reading e Jofré 2003), o que estaria relacionado a manutencdo da umidade no interior
da camara e isolamento térmico do ambiente, ja que a espécie ocorre em ambientes
sazonais em relacdo as chuvas e as camaras subterraneas ficam completamente expostas
ao sol (Reading e Jofré 2003). Trata-se de uma espécie considerada generalista quanto
ao seu padrdo de forrageamento e sua estratégia pode ser considerada intermediaria

entre senta-e-espera e forrageador ativo (Duré e Kehr 2004).

Os estudos sobre a ecologia da espécie estao restritos a populacdes da Argentina
(e.g., Philibosian et al. 1974; Crump 1995; Reading e Jofré 2003), sendo possivel a
ocorréncia ndo so de diferencas morfoldgicas e fisioldgicas, mas também de
plasticidade comportamental dependente de fatores bidticos e abidticos ao longo de sua
distribuicéo, principalmente entre populagdes encontradas no Chaco argentino e o

brasileiro.

O presente estudo descreve aspectos da histdria natural de uma populacéo de L.
bufonius, tais como os relacionados ao comportamento reprodutivo, caracteristicas das
camaras subterraneas, dimorfismo sexual em tamanho e dieta, no Chaco, na regido

Centro-Oeste do Brasil.
2. Material e Métodos

2.1 Local de estudo. O presente estudo foi realizado em uma fazenda (21°42°39”S,

57°43°16”W) localizada no Chaco brasileiro, municipio de Porto Murtinho, Mato
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Grosso do Sul, na regido Centro- Oeste do Brasil. Essa regido € a Unica no Brasil sob
influéncia chaquenha. A planicie chaquenha ocupa aproximadamente 1.000.000 km?, e
esta distribuida em quatro paises: Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil (Bucher e
Huszar 1999; Pennington et al. 2000). Além de espécies arboreas, sua vegetacao é
composta por arbustos, principalmente de espécies espinhosas da subfamilia
Mimosoideae, além de espécies das familias Bromeliaceae e Cactaceae e de algumas
gramineas (Pennington et al. 2000). O Chaco possui clima fortemente sazonal, podendo
atingir temperaturas tdo altas como 49°C no verdo e préximas a 0°C no inverno
(Pennington et al. 2000). E classificado como do tipo “Aw”, segundo Képpen, com um
periodo quente e chuvoso de outubro a abril e um periodo frio e seco de maio a

setembro.

Com base na anélise de espécies chaquenhas nas diversas comunidades de
vegetacdo do sul do Pantanal, concluiu-se que o Chaco sensu stricto € bem menor do
que previamente se pensava (Prado et al. 1992), sendo representado somente pelas
formagdes no sudoeste de Porto Murtinho (Prado et al. 1992; Souza et al. 2010). Silva e
Abdon (1998) dividiram o Pantanal brasileiro em 11 sub-regides fisiogréficas de acordo
com caracteristicas do solo, vegetacao, relevo e regime de inundagdes. A sub-regido de
Porto Murtinho (112 sub-regido sensu Silva e Abdon 1998) localiza-se abaixo do
encontro dos rios Paraguai e Nabileque (Silva e Abdon 1998). Nesta sub-regido ha
ocorréncia de alagamentos anuais tanto de origem pluvial como fluvial (Silva e Abdon

1998).

2.2 Trabalho de campo. O estudo foi realizado em uma poca temporaria natural, entre
dezembro de 2009 e abril de 2010. Foram realizadas 4 campanhas de campo, com

duracéo de 8 dias/més, nos meses de dezembro/2009, janeiro/2010, margo/2010 e
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abril/2010, totalizando 32 dias de coletas ou 192 horas. Devido a inundacgéo, néo foi
possivel acessar a area de estudo em fevereiro de 2010. As observacgdes iniciavam as
1830 h e encerravam no momento em que a espéecie cessava a atividade de vocalizacéo
ou quando o comportamento sob observacao finalizava. A poca temporaria chegou a ter
até 550 m? de superficie de 4gua nos meses de novembro, dezembro e janeiro, e secou
completamente a partir marco de 2010. Toda sua area € dominada por colénias de
cupins (ordem lIsoptera), alcancando cerca de 30 cm de altura entre matriz de lama, terra

seca e gramineas (Figura 1).

As observacgdes comportamentais foram realizadas seguindo os métodos de
animal focal, registrando todas as ocorréncias e amostras por seqiiéncia (Altmann

1974).

Figura 1. Local de estudo no inicio da estagdo seca, municipio de Porto Murtinho, Mato
Grosso do Sul, Brasil. No periodo de chuvas, forma-se uma poga temporaria natural.

Notar os cupinzeiros (seta) distribuidos por toda a area.
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2.3 Caracteristicas das camaras, dimorfismo sexual e dieta. As camaras foram
caracterizadas por seis medidas: diametro maior e menor da abertura da camara,
diametro do cone, altura acima do solo, profundidade do compartimento de desova e
altura total (soma da altura acima do solo e profundidade do compartimento de desova).
A temperatura interna e externa das camaras foi obtida com auxilio de um Termo-
Higrémetro J. Prolab. A temperatura das caAmaras encontradas tampadas foi obtida
através de pequena perfuracdo, apenas para possibilitar a passagem do termdmetro. Os
registros das temperaturas foram feitos entre 1300h e 1330h do mesmo dia para
observar se a cAmara subterrdnea mantém a temperatura interna menor que a externa,

mesmo nas horas mais quentes do dia.

Para o estudo do dimorfismo sexual em tamanho e dieta, 93 individuos foram
coletados, anestesiados e mortos com xilocaina a 5%, sendo em seguida fixados em
formalina a 10% e conservados em alcool 70° GL. Obteve-se a massa do corpo de todos
0s espécimes, com o auxilio de uma balanga Sartorius BL 120S de precisdo 0,0001 g, e
trés caracteres morfoldgicos externos (comprimento rostro-cloacal (CRC), largura da
cabeca (LC) e comprimento da cabeca (CC)) foram medidos com o auxilio de um
paquimetro de precisdo 0,01 mm. Os espécimes foram separados em machos, fémeas ou
jovens de acordo com caracteres externos (saco vocal) e/ou caracteristicas das gbnadas.
Para a caracterizacdo da dieta, foram analisados o contetdo estomacal de dez fémeas,
dez machos e oito jovens. Os estdmagos foram retirados através de corte na regido
abdominal e preservados em alcool 70° GL. O contetddo estomacal foi analisado com
auxilio de microscépio estereoscopico Zeiss, onde os itens alimentares foram

identificados até o menor nivel taxonémico possivel. Em seguida, os itens alimentares
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foram quantificados e tiveram o volume estimado ap06s serem comprimidos em placa

milimetrada, entre laminulas de altura conhecida (Hellawell e Abel 1971).

Para comparagdo do CRC, LC e CC entre machos e fémeas foi utilizado teste t
(Zar, 1999). Nas analises comparativas entre LC e CC, obteve-se a razdo LC/CRC
(LCP) e CC/CRC (CCP), com o intuito de minimizar a influéncia do tamanho do corpo
sobre as outras variaveis, em seguida aplicou-se teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney (Zar 1999), uma vez que proporcdes ndo possuem distribuicdo normal.

Além dos individuos coletados durante este trabalho, espécimes pertencentes a
Colecdo Zooldgica de Referéncia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
ZUFMS, coletados ha mesma fazenda com o uso de armadilhas de interceptacdo e
gueda entre 2008 e 2009, foram analisados no presente estudo. Exemplares-testemunho

foram depositados na ZUFMS.
3. Resultados

3.1 Observacgdes comportamentais e caracteristicas das camaras. Fémeas com
ovécitos e machos em atividade de vocalizacdo foram encontrados nos meses de
dezembro, janeiro e mar¢o. Durante 0 més de abril, quando a poga estava
completamente seca, ndo ocorreu atividade de vocalizacdo e nenhuma fémea foi
observada. Os individuos de Leptodactylus bufonius (Figura 2) comegavam a vocalizar
por volta das 1800 h e permaneciam ativos até o inicio da madrugada, por volta de 0100
h. O nimero maximo de individuos vocalizando em uma noite ndo passou de dez. Os
machos vocalizavam sobre o0 solo da poga, mas em cinco ocasides foram avistados
machos vocalizando dentro deles. Estes machos estavam dentro de buracos em formato

cilindrico, de entrada circular com espaco apenas para um individuo. Com a
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aproximacéo do pesquisador, os individuos paravam de vocalizar e permaneciam
imoveis. Caso a “ameaca’ persistisse, os machos entravam para o fundo do buraco (N =
5). Nos dias seguintes aos avistamentos, todos 0s buracos onde foram encontrados

machos vocalizando estavam desocupados.

Figura 2. (A) Imago e (B) jovem de Leptodactylus bufonius, municipio de Porto

Murtinho, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Apdbs a fémea se aproximar de um macho vocalizando, os dois individuos entravam na
camara onde a desova de espuma, contendo ovos de coloracdo amarelada, foi depositada
(N = 2). O processo de desova e formacdo do ninho de espuma foi observado do inicio
ao fim em duas ocasides, a primeira com duragdo aproximada de 30 minutos e a
segunda com cerca de duas horas (Faggioni et al. no prelo; anexo 1). O amplexo ocorreu
apenas dentro das camaras e nas duas ocasides foram observados dois machos
participando do processo de desova (Faggioni et al. no prelo; anexo 1). Nenhuma das
duas camaras foi tampada apds o processo de desova. Nenhum contato entre 0 macho e
a fémea foi observado antes do inicio do amplexo. Também néo foi observado nenhum

comportamento de cuidado parental.

Foram encontradas oito camaras destampadas sem desova dentro. O

compartimento de desova, de formato de arredondado, tem profundidade média de 8 cm
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+ 1,7 (amplitude = 6 — 10; N = 8). Acima da altura do solo, o barro depositado em toda
borda da camara se afunilava até uma abertura ovalada com diametro maior tendo, em
média, 2 cm £ 0,4 (amplitude = 1,1 —2,5; N =8) e o menor 1,4 cm £ 0,4 (amplitude =
1-2; N = 8). Externamente as camaras tinham forma de cone, tendo em meédia 1,9 cm £
0,5 (amplitude =1 — 2,7; N = 8) de altura acima do solo. As camaras tiveram, em média,
9,9 cm x 1,5 (amplitude = 8,3 — 11,9; N = 8) de altura total. O didametro do cone foi de
6,9 cm = 1,4 (amplitude = 4,7-9; N = 8) (Figura 3). Cinco camaras contendo desova
foram encontradas, sendo quatro tampadas e uma destampada. A diferenca entre a
temperatura interna e externa das camaras tampadas foi, em média, de 3,8 °C £ 1,7
(amplitude = 2,2-6,2, N = 4), sendo a temperatura interna menor que a externa (t
pareado = 5,74; P = 0,01; df = 3) . Ja a camara destampada apresentou apenas 0,1 °C de

diferenca entre a temperatura interna e externa.

69+1,4

Figura 3. Camara de desova de Leptodactylus bufonius no municipio de Porto Murtinho,
Mato Grosso do Sul, Brasil. Acima, diagrama representativo de uma camara com as

medidas obtidas e abaixo imagem externa de uma camara no local de estudo.
18



3.2 Dimorfismo sexual em tamanho. Os dados morfométricos dos individuos de L.
bufonius estdo descritos na Tabela 1. O CRC das fémeas foi, em média, maior do que 0
dos machos (t = 1,99; P = 0,05; df = 54). A LCP dos machos foi, em média, maior do
que a das fémeas (Mann Whitney U-teste: W = 248,5; P = 0,02), assim como o CCP
(Mann Whitney U-teste: W = 135; P < 0,01). As fémeas, ainda com ovdcitos, foram em

média, mais pesadas do que os machos (t = 3,89; P < 0,01; df = 54).

Tabela 1. Valores do comprimento rostro-cloacal (CRC), largura da cabeca (LC),
comprimento da cabeca (CC), largura da cabeca proporcionalmente ao CRC (LCP) e
comprimento da cabeca proporcionalmente ao CRC (CCP) de machos, fémeas e jovens
de Leptodactylus bufonius coletados no municipio de Porto Murtinho, Mato Grosso do
Sul, Brasil. DP: Desvio padrdo. Em negrito, variaveis com diferenca significativa entre

machos e fémeas (P < 0,05).

Leptodactylus bufonius (N = 93)
Machos (N = 25) Fémeas (N = 31) Jovens (N = 37)
médiat DP  amplitude médiat DP  amplitude médiat DP  amplitude
CRC(mm) 46,03£291 40,63-54,74 4766+311 4128-5599 3689352 29,22-4243
LC(mm) 17,15+080 1563-18,73 1729096 1550-18,87 1361+144 10,59 -15,55
CC(mm) 1831+£152 1535-2225 1752+109 1584-20,79 1475167 10,84-18.86
Massa(g) 11,026  74-194 13727  84-194 65+20  34-105
LCP 037002 034-042 036+001 033-039
CCP 040+0,02 036-045 037+0,02 0,33-040

3.3 Dieta. Foram analisados 0s conteudos de 28 estbmagos, sendo dez de fémeas, dez
de machos e oito de jovens. A dieta de L. bufonius foi composta por 15 categorias de
presas (Tabela 2), sendo a Ordem Isoptera dominante em nimero (81,82%) e a ordem
Orthoptera dominante em volume (26,45%). A ordem Orthoptera ocorreu em nove

estdmagos, sendo também o item mais frequente.
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Tabela 2. Itens alimentares presentes na dieta de Leptodactylus bufonius, coletados no
municipio de Porto Murtinho, Mato Grosso do Sul, Brasil. n: Numero de individuos; %
n: Porcentagem em relacdo ao numero total de individuos; % volume: Porcentagem em

relagdo ao volume total de individuos. VVolume em mm?.

Total (N = 28)
Categoria de presa n %n Volume % volume
CLASSE INSECTA
Isoptera 234 81,82 1,300 15,47
Hemiptera 1 035 <0,001
Orthoptera 11 385 2,223 26,45

Hymenoptera (formiga) 12 420 0,238 2,83
Hymenoptera (ndo formiga) 3 1,05 0,060 0,71
Coleoptera 7 245 0,466 5,54

5

Larvas 1,75 1,239 14,74
CLASSE ARACHNIDA

Araneae 2 070 0,633 7,53

Acari 1 035 <0,001

Scorpiones 4 140 1,351 16,07

Pseudoscorpiones 1 03 0,013 0,15

Uropygi 1 0,35 0,002 0,02
CLASSE CHILOPODA

Scolopendromorpha 2 0,70 0,240 2,86
ORDEM ANURA

Leptodactylus sp. 1 03 0420 5,00

Elachistocleis sp. 1 03 0,220 2,62
TOTAL 286 100 8,405 100

Nos machos, a Ordem Isoptera foi o item dominante em numero (87,43%) e o
segundo em volume (32,14%), ficando atras apenas da Ordem Orthoptera (33,88%).
Orthoptera foi o item mais frequente, sendo encontrado em cinco estbmagos (Tabela 3).
Nas fémeas, a ordem Isoptera também foi o item dominante em ndmero (79,31%) e a
Ordem Scorpiones dominou em volume (29,47%). A categoria Larvas também
representou boa parte do volume estomacal das fémeas (22,38%), seguida pela Ordem
Orthoptera (15,02%). Nenhum item alimentar foi dominante em frequéncia de
ocorréncia (Tabela 3). Assim como em machos e fémeas, nos jovens a ordem Isoptera
dominou em namero (62,22%) e a ordem Orthoptera em volume (34,05%). O item mais
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frequente foi Hymenoptera (formiga), encontrado em cinco estdmagos. Apenas jovens
continham vertebrados (Ordem Anura) no estbmago. Um Leptodactylus sp. e um
Elachistocleis sp. foram encontrados em dois dos oito estdbmagos, representando

21,37% e 11,20% do volume, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Itens alimentares presentes na dieta de machos, fémeas e jovens de
Leptodactylus bufonius, coletados no municipio de Porto Murtinho, Mato Grosso do
Sul, Brasil. n: Numero de individuos; % n: Porcentagem em relacdo ao nimero total de

individuos; % volume: Porcentagem em relacdo ao volume total de individuos. Volume

em mm?,
Machos (N = 10) Fémeas (N = 10) Jovens (N = 8)

Categoria de presa n %n Volume %volume F.O. n %n Volume %volume FO. n %n Volume %volume F.O.
CLASSE INSECTA
Isoptera 160 8743 1000 3214 4 46 79,31 0,200 6,01 1 28 62,22 0,100 5,09 1
Hemiptera 1 055 <0,001 1
Orthoptera 7 383 1054 3388 5 2 345 0500 1502 2 2 444 0669 34,05 2
Hymenoptera (formiga) 5 273 0042 135 2 1 172 0058 1,74 1 6 1333 0138 7,02 5
Hymenoptera (ndo formiga) 1 055 0016 051 1 2 444 0,044 2,24 2
Coleoptera 1 05 0180 579 1 2 345 0212 6,37 2 4 889 0074 377 3
Larvas 2 109 0194 624 2 2 345 0745 2238 2 1 22 0300 1527 1
CLASSE ARACHNIDA
Araneae 2 345 0633 19,01 2
Acari 1 055 <0,001 1
Scorpiones 1 05 0370 11,89 1 3 517 0981 2947 2
Pseudoscorpiones 1 05 0013 042 1
Uropygi 1 05 0002 006 1
CLASSE CHILOPODA
Scolopendromorpha 2 109 020 7,71 1
ORDEM ANURA
Leptodactylus sp. 1 222 042 2137 1
Elachistocleis sp. 1 222 0220 11,20 1
TOTAL 183 100 3111 100 58 100 3329 100 45 100 1965 100
4. Discussao

4.1 Observagdes comportamentais e caracteristicas das camaras. Espécies do grupo de
L. fuscus apresentam grande variacdo quanto ao periodo e horario de atividade
reprodutiva. Leptodactylus furnarius, por exemplo, é capaz de reproduzir-se 0 ano

inteiro e nas horas mais quentes do dia (Giaretta e Kokubum 2003). Leptodactylus
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fuscus e L. mystacinus se reproduzem durante 0s meses de maior precipitacao e apenas a
partir do fim da tarde (Martins 1988; De-Carvalho et al. 2008) e L. troglodytes se
reproduz nos meses mais chuvosos iniciando a vocalizacdo a partir das 1700 h (Arzabe
1999; Kokubum et al. 2009). No presente estudo, machos de L. bufonius foram ouvidos
em atividade de vocalizacgdo a partir das 1800 h, nos meses de dezembro, janeiro e
marc¢o, sempre apés L. fuscus, que iniciava a vocalizacdo por volta das 1700 h (obs.
pess.). Além disso, no més de abril ndo houve registro de vocalizacdo, o que pode estar
relacionado a baixa precipitacdo de marco (75 mm) e abril (30 mm), devido ao fim da
época chuvosa (outubro a marg¢o). A baixa precipitacdo ndo foi suficiente para manter as

pocas, que em abril, ja estavam completamente secas.

Machos de L. bufonius vocalizam proximos ou de dentro das camaras (Crump
1995; Reading e Jofré 2003). No presente estudo ndo foram observados machos
vocalizando de dentro das camaras, mas somente proximos a elas. Machos de L.
bufonius também vocalizavam a partir de cavidades ja existentes nos cupinzeiros, local
onde ndo observou-se casais em amplexo. Arzabe e Almeida (1997) observaram machos
de L. troglodytes vocalizando de dentro de cupinzeiros. Este comportamento reforca a
idéia de nicho fossorial (Heyer 1978), podendo estar relacionado a protecdo contra
queimadas (Miranda et al. 1993; Arzabe e Almeida 1997) e predacdo, ja que as
vocalizacOes ndo atraem apenas as fémeas, mas também podem atrair predadores como
morcegos ou aves (Ryan 1985; Arzabe e Almeida 1997; Arzabe e Prado 2006), ou ainda
pode até estar relacionado a ampliagdo de alguma caracteristica do canto. Assim, como
observado por Reading e Jofre (2003), o amplexo ocorre apenas nas camaras e apos a
entrada dos individuos, ja que a abertura da cdmara é pequena para entrada de um casal

em amplexo. Dentro da cdmara o processo de desova ocorre como ja descrito na
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literatura. A medida que a fémea libera os 6vulos, 0 macho libera os espermatozdides e,
com movimentos alternados das pernas, forma o ninho de espuma, o qual envolve 0s

ovos com coloracdo amarelada (Reading e Jofré 2003; presente estudo).

No presente estudo, a maior parte das camaras de L. bufonius contendo desovas
tinham a abertura tampada. Fémeas de L. bufonius ja foram observadas fechando a
abertura da camara ap6s a desova em estudos realizados na Argentina (Philibosian et al.
1974; Crump 1995). Algumas camaras de L. fuscus, L. camaquara e L. cunicularius
foram observadas tampadas em areas abertas do centro e sudeste brasileiros (Sazima e
Bokermann 1978; Lucas et al. 2008). Tal comportamento parece ser uma adaptacdo de
espécies de Leptodactylus do grupo fuscus a ambientes fortemente sazonais, embora nao
tenha sido observado em L. troglodytes, espécie semelhante morfologicamente e que
habita ambientes de cerrado e caatinga (Kokubum et al. 2009). Ainda que com poucos
dados, os resultados aqui apresentados indicam que o fechamento da Unica abertura da
camara mantém a temperatura interna abaixo da temperatura do ambiente. Tal fato
também foi verificado na Argentina (Reading e Jofré 2003), devendo estar relacionado a
vantagens em termos de manutencdo da umidade, temperatura adequada aos embrides e

protecdo contra predadores.

A observagdo de uma camara destampada contendo desova ter sido observada na
area de estudo, e das fémeas observadas em amplexo ndo terem fechado as camaras,
indicam que este comportamento seja facultativo na populagédo estudada. Algumas
especies do género Leptodactylus exibem cuidado parental de desovas e girinos (e.g.,
Martins 2001; Prado et al. 2000; Giaretta e Oliveira-Filho 2006). Devido ao maior
tempo de exposicao a predadores e também ao possivel elevado custo energético, o

comportamento de fechamento das cdmaras realizado pelas fémeas de L. bufonius foi
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considerado por alguns autores como sendo um tipo de cuidado parental (Cei 1949;
Crump 1995), embora esta interpretacéo ndo seja sempre aceita (e.g., Reading e Jofré

2003).

Durante o presente estudo, foram encontradas camaras que ainda ndo haviam
sido utilizadas para reproducao. Philibosian et al. (1974), em estudo realizado com L.
bufonius na Argentina, observaram apenas trés, de 20 camaras, sendo utilizadas na
mesma noite em que foram construidas. As 17 restantes foram utilizadas apenas a partir
do dia seguinte. Reading e Jofré (2003), ainda na Argentina, também verificaram que
nenhuma cadmara foi utilizada na mesma noite em que foi construida. Deixa-las secar,
por pelo menos um dia, poderia aumentar a impermeabilidade, diminuindo a perda de
umidade interna da toca para o0 ambiente externo (Reading e Jofré 2003). No presente
estudo, oito camaras foram observadas vazias, 0 que poderia ser explicado pelo motivo
exposto acima, bem como pela baixa disponibilidade de fémeas gravidas na noite de

observacao.

As medidas das camaras foram semelhantes as registradas por Reading e Jofré
(2003), Pisand et al. (1993) e Philibosian et al. (1974), porém menores do que as
encontradas por Crump (1995). Provavelmente Crump (1995) tomou medidas de
camaras ainda inacabadas, o que explicaria tais diferencas (Reading e Jofré 2003).
Embora camaras subterraneas construidas pelos machos, onde as desovas sao
depositadas, seja caracteristica comum ao grupo de L. fuscus (Heyer 1969), o formato,
tamanho, nimero de aberturas, nUmero de compartimentos internos e locais onde a
camara é construida podem variar (veja Arzabe e Prado 2006). As camaras de L. fuscus,
por exemplo, possuem tunel de entrada bem definido e podem conter abertura lateral

(Martins 1988; Giaretta e Kokubum 2003). Leptodactylus furnarius constroi cAmaras
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sem tunel de entrada evidente e possuem abertura lateral (Giaretta e Kokubum 2003) e
L. mystacinus escava camaras praticamente esféricas, também sem tunel evidente
(Giaretta e Oliveira Filho 2006; Oliveira Filho e Giaretta 2008). Diferentes pressdes
seletivas tais como tipo de solo, habitat, pressdo de predacéo, restricdes termais e
disponibilidade de 4gua ou umidade no ambiente, devem estar envolvidas na evolucao

dos diferentes tipos de ninhos (Arzabe e Prado 2006).

4.2 Dimorfismo sexual em tamanho. Os resultados indicam que, de maneira geral,
fémeas e machos tornam-se reprodutivos quando atingem 41 mm. No presente estudo,
as fémeas foram maiores e mais pesadas do que os machos, resultado também
encontrado por Reading e Jofré (2003) em uma populacéo de L. bufonius estudada na
Argentina. Heyer (1978) também descreveu fémeas maiores do que 0os machos.
Todavia, tanto os machos como as fémeas do presente estudo foram menores do que 0s
descritos nos trabalhos acima. Dimorfismo sexual em tamanho existe em muitas
espécies de anuros e na maioria deles as fémeas sdo maiores do que os machos (e.g.,
Reading e Jofré 2003; De-Carvalho et al. 2008; Oliveira Filho e Giaretta 2008). A
explicacdo mais comumente aplicada a este fato é que fémeas maiores sao capazes de
produzir mais ovocitos, uma vez que o aumento no CRC e na massa corpOrea costumam
estar relacionados ao aumento de nimero de ovécitos no ovario (Martins 1988;
Liddecke 2002; Prado e Haddad 2005). Porém, o dimorfismo sexual pode resultar de
interacdes complexas entre pressdes que afetam o tamanho do macho e aquelas que
afetam o das fémeas, tais como as caracteristicas sob selecdo sexual, tempo de
maturagdo, taxas de crescimento e dieta entre machos e fémeas, bem como variagdes na

estrutura etaria (Monnet e Cherry 2002).
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Embora as fémeas tenham comprimento do corpo maior do que os machos, tanto
a largura como o comprimento da cabeca dos machos de L. bufonius do presente estudo
foram maiores proporcionalmente ao comprimento do corpo em relacdo as fémeas. A
razdo LC/CRC (LCP no presente estudo) nao foi significativamente diferente entre
machos e fémeas no trabalho de Heyer (1978), mas a razdo CC/CRC (CCP) foi maior
nos machos. Reading e Jofré (2003) ndo encontraram diferenca na largura da cabeca,
também proporcionalmente ao comprimento do corpo, entre machos e fémeas. Espécies
do grupo de L. fuscus, nas quais ja foram observados machos construindo camaras, estes
possuiam cabeca mais longa do que a das fémeas, reflexo do desenvolvimento de
focinho em forma de cinzel utilizado na escavacao das camaras (Heyer 1978). A largura
da cabeca ndo parece ter relacdo com este comportamento e talvez esteja relacionada as
vocalizagbes (Heyer 1978). Além disso, como ressaltado por Reading e Jofré (2003), os
diferentes resultados encontrados por eles, Heyer (1978) e o presente estudo podem
estar relacionados a origem dos espécimes analisados. Heyer (1978) analisou espécimes
provenientes do Brasil, Argentina, Bolivia e Paraguai. Reading e Jofré (2003)
analisaram espécimes coletados na Argentina e o presente estudo analisou apenas

espécimes coletados no Brasil.

4.3 Dieta. A estratégia de forrageamento de anuros pode variar dentro de um continuo
entre os extremos de senta-e-espera e forrageador ativo (Duellman e Trueb 1994),
embora a existéncia desse continuo seja controversa (Vitt e Caldwell 2009). Com base
nos tipos e proporcdes de presas consumidas, L. bufonius é considerado intermediario
entre esses dois extremos (Duré e Kehr 2004). Leptodactylus bufonius consumiu sete
categorias de presas em estudo realizado na Argentina (Duré e Kehr 2004), menos da

metade encontrado no presente estudo. Embora a variedade de itens alimentares tenha
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sido maior, a dominancia em numero e volume foi restrita a poucos tdxons. No presente
estudo, a ordem Orthoptera dominou em volume, enquanto Coleoptera foi mais
representativa no trabalho de Duré e Kehr (2004). A ordem Isoptera, formada por
insetos coloniais (Triplehorn e Johnson 2005), foi dominante em ndmero no presente
estudo e no trabalho de Duré e Kehr (2004), sendo também o item mais numeroso em
machos, fémeas e jovens no presente estudo. Duré e Kehr (2004) verificaram que a
ordem Isoptera esteve associada a ambientes secos e Orthoptera a ambientes formados
por gramineas e lama, exatamente as caracteristicas da poca temporéaria natural onde o
presente estudo foi realizado. A ordem Orthoptera foi dominante, volumetricamente, na
dieta dos jovens e esteve entre os itens mais representativos nos machos e fémeas da
area do presente estudo. Muitos anuros sdo insetivoros e considerados forrageadores
oportunistas, e suas dietas podem ser consideradas um reflexo da disponibilidade de
presas no ambiente (Eterovick e Sazima 2004). Desta forma, a dominancia da ordem
Isoptera e Orthoptera na dieta de L. bufonius pode estar associada, entre outros fatores,
as suas disponibilidades no local de estudo, fato que necessita ser melhor investigado

em estudos futuros.

Peixes, anuros, roedores e outros pequenos vertebrados, podem ser consumidos
pelas maiores espécies de anuros (Duellman e Trueb 1994). O consumo de vertebrados
ja foi registrado em trabalhos com espécies consideradas grandes, pertencentes ao
género Leptodactylus (e.g., Leptodactylus labyrinthicus: Cardoso e Sazima 1977; L.
chaquensis: Piatti e Souza no prelo), mas o tamanho ndo implica necessariamente em
consumo de tais presas (e.g., L. pentadactylus: Galatti 1992). No presente estudo foram
encontradas duas espécies de anuros (Leptodactylus sp. e Elachistocleis sp.) no

estdmago dos jovens. Embora tenham sido itens de relativa importancia volumetrica,
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apenas um individuo de cada espécie foi predado e por isso L. bufonius ndo deve ser um

predador importante dessas espécies, além disso, a ingestdo pode ter sido acidental.

Nossos resultados mostram que Leptodactylus bufonius pode apresentar
plasticidade em aspectos de sua historia natural ao longo de sua distribuicdo geografica.
As novas informaces sobre sitio e horarios da atividade de vocalizacdo, a intima
relagdo com os cupinzeiros (fornecendo abrigo e alimento), duracdo do amplexo,
variacdes morfométricas e os itens alimentares aqui descritos, sdo evidéncias de tal fato.
Desta forma, apenas atraves de estudos de diferentes populacdes sera possivel
identificar as variagfes nos comportamentos reprodutivos e morfologia, bem como

identificar os fatores ambientais responsaveis por tais diferenciacdes.
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Esforco reprodutivo e relagdes de tamanho-fecundidade em Leptodactylus bufonius

(Anura: Leptodactylidae) no Chaco brasileiro, Mato Grosso do Sul

Resumao.

Devido a competicao espermatica, machos de espécies poliandricas costumam
apresentar testiculos maiores do que espécies que ndo apresentam tal comportamento.
Para fémeas, a caracteristica fenotipica que mais limita o esforco reprodutivo (ER) € o
tamanho do corpo. Por isso, espera-se que fémeas maiores possuam mais ovacitos ou
ovocitos maiores em seus ovarios. O presente estudo apresenta dados sobre o esfor¢o
reprodutivo, medido como a razdo entre massa das gbnadas e massa do corpo, de
Leptodactylus bufonius e sobre as relacées de tamanho-fecundidade em fémeas desta
mesma espécie. Os elevados valores da massa dos testiculos e ER, além da observacéo
de dois machos na toca com uma Unica fémea, indicam a ocorréncia de poliandria na
espécie. A massa do corpo foi a variavel mais adequada para predicao do potencial
reprodutivo das fémeas. Fémeas maiores possuiam mais ovécitos e ndo houve trade-off

entre nimero e tamanho dos mesmos.

Palavras-chave: Pantanal, investimento reprodutivo, poliandria, trade-off.
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A histdria de vida de um determinado organismo pode ser considerada como
sendo o resultado de trés processos bioldgicos: sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo. Para um individuo, com recursos energéticos limitados, cada processo ira
receber parte da energia assimilada pelo organismo, parte esta que nao estara mais
disponivel a um dos outros dois processos (Gadgil e Bossert, 1970). Um trade-off
ocorre quando um aumento na aptiddo, devido ao incremento de recursos a determinado
processo de um organismo, ocorre em detrimento de outra caracteristica da histéria de
vida do organismo (Stearns, 1989; Roff e Fairbairn, 2007). Teoricamente, a alocacdo de
recursos em um evento reprodutivo pode diminuir a quantidade de recursos disponiveis
ao crescimento e sobrevivéncia, afetando a reproducdo futura (Reznick, 1992). Desta
forma, este tipo de permuta imp8e um custo ao organismo, conhecido como custo da
reproducdo, o qual tem sido tema central no desenvolvimento de teorias relacionadas as

historias de vida (Stearns, 1989; Reznick, 1992).

Em anuros, maior atenc¢do tem sido dada a relagéo entre tamanho do corpo da
fémea e caracteristicas reprodutivas, tais como massa e comprimento das génadas,
namero de ovos por desova ou diametro dos ovos (e.g., Giaretta e Kokubum, 2003;
Kokubum e Giaretta, 2005; Prado e Haddad, 2005). Isso provavelmente ocorre porque
em anuros a caracteristica fenotipica que mais limita o esfor¢o reprodutivo é o tamanho
do corpo (Duellman e Trueb, 1994), sendo que, de maneira geral, fémeas maiores
depositam mais ovos (e.g., Prado e Uetanabaro, 2000; Wogel et al., 2002). Estudos
demonstram o esfor¢o reprodutivo como uma proporcao entre a massa das gonadas e
massa do corpo ou volume da desova e volume do corpo (e.g., Prado e Haddad, 2005;
Maragno e Cechin, 2009; Pupin et al., 2010). Estudos ja realizados mostraram, por

exemplo, que a variacao intra-especifica no esforgo reprodutivo é geralmente explicada
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pelas condi¢cBes ambientais e caracteristicas das fémeas (e.g., Luddecke, 2002; Reading
e Jofre, 2003; Castellano et al., 2004) e a variacao interespecifica costuma estar
relacionada ao modo reprodutivo das espécies (e.g., Ryan, 1992; Pupin et al., 2010) e

tamanho das fémeas (e.g., Perotti, 1997; Prado e Haddad, 2005).

Em relacdo ao investimento em gdénadas em machos de anuros, este pode ser
influenciado pela competicdo espermatica (e.g., Prado e Haddad, 2003). Algumas
espécies de anuros podem apresentar poliandria, ou seja, 0s ovocitos de uma unica
fémea podem ser fecundados por mais de um macho (e.g., D’Orgeix e Turner, 1995).
Uma vez que a competicdo entre machos para fecundar um maior nimero de ovocitos
pode ser comparada a uma loteria, onde mais espermatozdéides liberados significam
maiores chances de fecundacédo (Jennions e Passmore, 1993), machos de espécies
poliandricas e com fertilizacdo externa, como a maioria dos anuros, devem passar por
forte selecdo para um aumento dos testiculos (Byrne et al., 2002),tornando-se capazes
de produzir maior quantidade de espermatozdides, e assim aumentar o0 sucesso de

fecundacéo (Jennions e Passmore, 1993).

O género neotropical Leptodactylus inclui espécies que apresentam desde modo
reprodutivo completamente aquatico até espécies com modos reprodutivos mais
terrestres (Heyer, 1969; Duellman, 1985). Com base nos modos reprodutivos e em
caracteristicas morfologicas, Heyer (1969) sugeriu cinco grupos fenéticos para as
especies desse género: grupo de Leptodactylus fuscus, L. marmoratus, L. melanonotus,
L. latrans e L. pentadactylus. As espécies incluidas no grupo de L. latrans depositam
ovos em ninhos de espuma na dgua e 0s girinos sao aquaticos, enquanto algumas
espeécies nos grupos de L. marmoratus e L. pentadactylus possuem desovas e larvas

totalmente terrestres (Heyer, 1969; Prado et al., 2002). As espécies pertencentes ao
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grupo de L. fuscus representam um estagio intermediario, com desovas terrestres e
girinos aquaticos. Os machos das espécies do grupo de L. fuscus constroem tocas
subterraneas proximas a riachos ou pocas e vocalizam a partir das tocas ou proximos a
elas (Heyer, 1969). As fémeas sdo atraidas até essas tocas, onde ocorre 0 amplexo e a
deposicdo dos ovos em ninho de espuma (Heyer, 1969; Martins, 1988); apds chuvas ou
alagamentos, 0s girinos sdo carregados até os corpos de agua, onde completam seu
desenvolvimento. O ninho de espuma oferece protecdo a danos fisicos e desidratacao,
permitindo aos girinos sobreviverem por mais tempo mesmo em periodos secos

(Duellman, 1992; Downie e Smith, 2003).

Leptodactylus bufonius, que pertence ao grupo de L. fuscus, & uma espécie
tipicamente chaquenha, ocorrendo do sul da Bolivia ao norte da Argentina, Paraguai e
Brasil central (Mato Grosso do Sul) (Frost, 2010). Estudos sobre a ecologia da espécie
estdo restritos a populagdes da Argentina (e.g., Philibosian et al., 1974; Crump, 1995;
Reading e Jofré, 2003), portanto, € possivel que haja ndo sé diferencas morfoldgicas e
fisiol6gicas, mas também plasticidade comportamental dependente de fatores bidticos e

abidticos nos diferentes locais ao longo de sua distribuicéo.

O presente estudo descreve a ecologia reprodutiva de L. bufonius por meio da
medida do esforco reprodutivo e do estudo das rela¢fes de tamanho-fecundidade em
fémeas. A estratégia reprodutiva da populacdo aqui estudada foi comparada com a de

outras ja estudadas, bem como com as de espécies filogeneticamente préximas.
Material e Métodos
Trabalho de campo. Este estudo foi realizado em uma fazenda (21°42°39”S,

57°43°16”W) localizada no Pantanal sul, municipio de Porto Murtinho, Mato Grosso do
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Sul, Centro- Oeste do Brasil. A fazenda localiza-se dentro da sub-regido de Porto
Murtinho, abaixo do encontro entre os rios Paraguai e Nabileque (Silva e Abdon, 1998).
Nesta regido ha predominancia de vegetacdo chaquenha com ocorréncia de alagamentos
anuais devido as chuvas e transbordamento dos rios (Silva e Abdon, 1998). Prado et al.
(1992) estudaram a presenca de espécies chaguenhas nas diversas comunidades de
vegetacdo do sul do Pantanal e concluiram que o Chaco sensu stricto € bem menor do
gue previamente se pensava, sendo representado somente pelas florestas de Porto
Murtinho, e que as demais areas possuem apenas elementos do Chaco. O clima € do tipo
“Aw”, segundo a classificacdo de Képpen, com um periodo quente e chuvoso de

outubro a abril e um periodo frio e seco de maio a setembro.

Machos e fémeas adultos de L. bufonius foram coletados atraves de busca ativa
no periodo noturno, entre setembro de 2009 e marco de 2010. Os individuos foram
anestesiados e mortos com lidocaina 5%, fixados em formalina 10% e conservados em
solucdo de alcool 70%. Todos os espécimes foram depositados na Colecdo Zooldgica de
Referéncia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (ZUFMS). Além dos
espécimes coletados durante este trabalho, espécimes pertencentes a ZUFMS, coletados
na mesma localidade, foram incluidos no presente estudo. Alguns destes espécimes

foram capturados em armadilhas de interceptacdo e queda nos anos de 2008 e 2009.

Esforco reprodutivo e relagéo de tamanho - fecundidade. A massa do corpo e das
gbnadas foram obtidas com auxilio de uma balanca Sartorius BL 120S de precisao
0,0001 g. Primeiramente obteve-se a massa do corpo de cada espécime e em seguida a
massa das gbnadas. Tanto para 0s machos quanto para as fémeas, somou-se a massa das
gbnadas esquerda e direita para obtencdo da massa total das gonadas. O esforco

reprodutivo (ER) foi obtido através da razdo entre massa das génadas e massa do corpo.
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Mesmo ndo se tratando de uma medida direta do esforco reprodutivo, este método

permite estima-lo e comparéa-lo a outros trabalhos ja publicados (e.g., Prado e Haddad,
2005). Contamos 0 numero de ovécitos maduros presentes nos ovarios de 15 fémeas e
medimos o maior e menor didmetro de dez ovdcitos de cada uma delas com auxilio de
um Estereomicroscépio Leica M205C com camera digital Leica DFC420 acoplada. O
comprimento rostro-cloacal (CRC) foi obtido com paquimetro digital de precisdo 0,01

mm.

Andlises estatisticas. Uma vez que as gbnadas podem variar em tamanho e massa ao
longo do ano (Prado et al., 2005), apenas espécimes coletados durante o periodo

reprodutivo foram incluidos nas analises.

As relacdes entre tamanho do corpo (CRC e massa) e caracteristicas das gbnadas
(ER, massa, numero e didmetro dos ovdcitos) foram analisadas por regressao linear
simples (Zar, 1999). Antes de analisadas, as variaveis foram logaritimizadas para
cumprir premissas estatisticas e permitir interpretacdes bioldgicas e comparacGes diretas

entre trabalhos ja publicados (King, 2000).
Resultados

Esforgo reprodutivo. O valor médio da massa das gbnadas dos machos de L. bufonius
foi de 0,055 g + 0,018 (amplitude = 0,023 — 0,104; N = 25) e das fémeas foi de 1,013 g
+ 0,683 (amplitude = 0,175 — 3,269; N = 31) (Tab.1). A média do ER dos machos foi de
0,49% + 0,12 (amplitude = 0,25-0,85; N = 25) e das fémeas foi de 7,06% =+ 3,94

(amplitude = 1,17-18,79; N = 31; Tab. 1).
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Tabela 1. Massa das gbnadas (somatorio das gonadas esquerda e direita) e esforco
reprodutivo (ER: massa do corpo/massa das gbnadas) de machos e fémeas em nove
espeécies da familia Leptodactylidae. Os valores sdo média * desvio padrdo (N = nimero
de individuos analisados). (a) Presente estudo; (b) Prado e Haddad (2003); (c) Prado e

Haddad (2005).

Grupos e espécies Massa das Gonadas (mg) ER (%)
Machos Fémeas Machos Fémeas

Grupo de L. latrans
L. chaquensis 135804230 (21)° 5870017200 (26)°  4,13+0,99 (21)° 16,0+29 (26)°
L. macrosternum 180,0+ 14,0 (2)° 011£0,02 (2)°
L. latrans 130,0£ 19,0 (4)° 0,12+0,02 (4)°
Grupo de L. melanonotus
L. podicipinus 330+136(20)0  10800+280,0(10)°  0,75+026(20) 150+ 2,6 (10)°
Grupo de L. pentadactylus
L. labyrinthicus 22004150 (3)’ 0,040,01 (3)°
Grupo de L. fuscus
L. bufonius 545+179(25)°  10133+6828(31)"  049£012(25)° 71£39(31)°
L. fuscus 50+18(21) 580,0  240,0 (8)° 006+0,02(21)° 68+33(8)
L. mystacinus 94+12(6) 0,06+0,01 (6)°
L. notoaktites 5020 (5) 0,04 £0,02 (5)°

O CRC foi positivamente correlacionado com a massa das gbnadas nos machos
(r*=0,19; P = 0,02; N = 25; Fig. 1A) e nas fémeas (r* = 0,22; P < 0,01; N = 31; Fig.
2A), mas a variacao na massa das génadas foi melhor explicada pela massa do corpo
tanto nos machos (r* = 0,43; P < 0,01; N = 25; Fig. 1B), como nas fémeas (r* = 0,30; P <
0,01; N = 31; Fig. 2B). Nao houve correlacdo entre ER e CRC nos machos (r’<0,01; P
=0,98; N = 25; Fig. 1C). Quando as variaveis foram analisadas separadamente para
cada estacdo, também ndo foi encontrada correlagdo para a estagdo de 2008/2009 (r? <
0,01; P =0,51; N = 10), e nem para a estacdo de 2009/2010 (r*=0,20; P =0,06; N =

15). N&o houve correlagdo entre ER e CRC nas fémeas (r*=0,07; P =0,15; N = 31; Fig.
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2C) e também nao houve correlacdo quando essas variaveis foram analisadas

separadamente para a estacdo de 2008/2009 (r* < 0,01; P = 0,48; N = 15) e 2009/2010

(r*<0,01; P =0,68; N = 16). O ER dos machos ndo apresentou correlacdo com a massa

do corpo (r* < 0,01; P = 0,81; N = 25; Fig. 1D), mesmo quando considerados apenas 0s

machos da estacdo de 2008/2009 (r* < 0,01; P = 0,87; N = 10) ou apenas da estacéo

2009/2010 (r* = 0,04; P = 0,23; N = 15). O ER das fémeas também néo foi

correlacionado com a massa do corpo (r* = 0,10; P = 0,08; N = 31; Fig. 2D), mesmo

quando as estacdes reprodutivas foram analisadas separadamente (2008/2009: r? < 0,01;

P =0,58; N = 15; 2009/2010: r* = 0,10; P = 0,13; N = 16).
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Figura 1. RelacGes entre (A) CRC e massa dos testiculos (log y = - 2,44 + 2,50 log x),

(B) massa do corpo e massa dos testiculos (log y = - 2,53 + 1,05 log x), (C) CRC e

esforco reprodutivo (massa das gonadas/massa do corpo) e (D) massa do corpo e
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esforco reprodutivo em 25 machos de Leptodactylus bufonius, coletados em Porto

Murtinho, Mato Grosso do Sul, Brasil, nos anos de 2008, 2009 e 2010.
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Figura 2. Relaces entre (A) CRC e massa dos ovarios (log y = - 5,64 + 5,10 log x), (B)

massa do corpo e massa dos ovarios (log y = - 5,27 + 1,98 log x), (C) CRC e esforcgo
reprodutivo (massa das gonadas/massa do corpo) e (D) massa do corpo e esforco
reprodutivo em 31 fémeas da espécie Leptodactylus bufonius, coletados em Porto

Murtinho, Mato Grosso do Sul, Brasil, nos anos de 2008, 2009 e 2010.

RelacGes de tamanho-fecundidade. O nimero médio de ovdcitos por fémea foi de
425,1 + 116,9 (amplitude = 245 — 783; N = 15). Uma vez que 0s ovdcitos eram
arredondados e houve alta correlagdo positiva entre maior e menor didmetro (r*=0,86
P < 0,01; N = 150), apenas o maior diametro foi utilizado nas analises de permuta entr

tamanho e nimero de ovécitos. O didmetro médio dos ovécitos foi de 0,90 mm + 0,22

e
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(amplitude = 0,30 — 1,34; N = 150). Né&o foi encontrada correlacdo entre nimero e

diametro dos ovécitos (r* = 0,16; P = 0,08; N = 15; Fig. 3).
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Figura 3. Relagdo entre o nimero de ovocitos e didmetro médio dos ovocitos de 15

fémeas de Leptodactylus bufonius de Porto Murtinho, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Houve correlacéo positiva entre CRC e niimero de ovécitos (r* = 0,26; P = 0,03; N = 15;
Fig. 4A) e entre CRC e didmetro dos ovécitos (r* = 0,24; P = 0,04; N = 15; Fig. 4C).
Houve correlagdo positiva entre massa do corpo e niimero de ovécitos (r* = 0,43; P <
0,01; N = 15; Fig. 4B) e entre massa do corpo e diametro dos ovécitos (r* = 0,36; P =

0,01; N = 15; Fig. 4D).
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Figura 4. Relaces entre (A) CRC e nimero de ovocitos (logy = - 1,97 + 2,73 log x),
(B) massa do corpo e numero de ovocitos (log y = - 0,84 + 0,83 log x), (C) CRC e
didametro dos ovaocitos (logy = - 3,88 + 2,28 log x) e (D) massa do corpo e diametro dos
ovocitos (log y = - 2,80 + 0,66 log x) em 15 fémeas de Leptodactylus bufonius, Porto

Murtinho, Mato Grosso do Sul, Brasil.
Discussao

Esforco reprodutivo. Em uma comparacéo entre oito espécies de leptodactilideos,
Prado e Haddad (2003) encontraram valores médios de massa dos testiculos variando
entre 5,0 para L. notoaktites e L. fuscus, ambas do grupo de L. fuscus e 1358 mg para L.
chaquensis do grupo de L. latrans. No mesmo trabalho, a variagéo dentro do grupo de
L. fuscus ficou entre 5,0 e 9,4 mg, sendo este Gltimo valor para L. mystacinus sendo
quase seis vezes menor que o de L. bufonius (54,5 mg) encontrado no presente estudo.

Da mesma forma, o ER dos machos de L. bufonius foi maior comparado a espécies do

46



224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

grupo de L. fuscus; mais de oito vezes o valor descrito para L. fuscus e L. mystacinus

(Prado e Haddad, 2003; Tab. 1).

Os maiores valores conhecidos de ER para machos do género Leptodactylus séo os de
L. chaquensis e L. podicipinus (4,13 e 0,75, respectivamente), espécies em que ja foram
observados comportamentos de poliandria, envolvendo a participacdo de uma fémea e

pelo menos dois machos (Prado e Haddad, 2003).

Na maioria das espécies de anuros, um unico macho realiza o amplexo e fecunda
0s ovacitos da fémea, mas casos de poliandria tém sido relatados na literatura (e.g.,
Kusano et al., 1991; Prado e Haddad, 2003; Prado et al., 2006). Estudos anteriores com
a espécie L. bufonius (Philibosian et al., 1974; Reading e Jofre, 2003) ja relataram a
presenca de mais de um macho dentro da toca com apenas uma fémea. Philibosian et al.
(1974) sugeriram que L. bufonius poderia apresentar poliandria ou que machos
poderiam utilizar tocas construidas por outro machos. O segundo cenario pareceu o
mais adequado para a populacdo estudada por Reading e Jofré (2003) na Argentina, uma
vez que ndo houve indicios que apoiassem a primeira sugestdo. Todavia, Faggioni et al.
(no prelo; anexo 1) também observaram, em duas ocasifes, dois machos e uma fémea
de L. bufonius dentro de uma toca durante e ap6s o0 processo de desova e sugeriram

haver indicios de poliandria na populagdo estudada.

Machos de espécies com fecundacdo externa, como a maioria dos anuros,
possuem apenas uma maneira de aumentar a chance de sucesso na fecundacéo: (1)
aumentar o nimero de espermatozoides liberados e (2) manter-se préximo a fémea que
estd desovando (Gross, 1985; Jennions e Passmore, 1993). Dessa forma, em espécies
poliandricas deve haver forte selecdo para 0 aumento na producédo de espermatozoides e

assim, do tamanho dos testiculos (Jennions e Passmore, 1993). A presenca de mais de
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um macho proximo a uma fémea no momento da desova, assim como testiculos maiores
do que o observado em espécies filogeneticamente proximas, sdo caracteristicas
comumente associadas as espéecies de anuros poliandricas (Kusano et al., 1991; Jennions
e Passmore, 1993). Embora trabalhos relatando casos de poliandria sejam cada vez mais
comuns para anuros, poucos trabalhos apresentam provas genéticas da fecundacao dos
ovoécitos por mais de um macho (e.g., D’Orgeix e Turner, 1995; Roberts et al., 1999),
sendo principalmente as caracteristicas indiretas utilizadas como indicadoras de tal
comportamento (Byrne et al., 2002). Nossos resultados, elevados valores da massa dos
testiculos e ER, se comparados a espécies filogeneticamente proximas, e a observacao
de dois machos na toca com uma Unica fémea, refor¢cam a possibilidade de ocorréncia

de poliandria em L. bufonius.

Conspicuidade do casal e do ninho, tempo de formac&o do ninho de espuma,
razdo sexual desviada para os machos e possibilidade de fertilizacdo dos ovdcitos por
espermatozéides retidos no ninho de espuma sdo fatores sugeridos como importantes
para a ocorréncia de poliandria em anuros, selecionando individuos com elevados
valores de ER (Kusano et al.,1991; Jennions e Passmore, 1993; Prado e Haddad, 2003).
Em um estudo realizado na Africa do Sul, com 18 espécies de anuros, Chiromantis
xerampelina, espécie poliandrica que deposita ninhos de espuma em galhos de arvores
sobre a agua, apresentou o maior valor de ER, com média de 7,8% (Jennions e
Passmore, 1993). Porém, a poliandria foi também descrita para espécies que depositam
ninho de espuma em locais mais protegidos, tais como L. podicipinus (Prado e Haddad,
2003) e o racoforideo Rhacophorus schlegelii (Fukuyama, 1991). Os valores de ER sé&o
bem menores para estas espécies (0,75 e 1%, respectivamente; Fukuyama, 1991; Prado

e Haddad, 2003), talvez pelo fato do espaco limitado para a participacdo de outros
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machos e pela baixa probabilidade de um macho oportunista localizar o casal em

amplexo (Kusano et al., 1991; Prado e Haddad, 2003).

Leptodactylus bufonius, assim como as demais espécies do grupo de L. fuscus,
depositam ninhos de espuma no interior de tocas (Heyer, 1969). Devido a esta
caracteristica, acreditava-se que baixos valores de ER dos machos seja um padrao para
este grupo (Prado e Haddad, 2003). Apesar disso, os resultados do presente estudo
indicam que pode haver competicdo espermatica em L. bufonius mesmo com a desova

protegida, assim como descrito para L. podicipinus e R. schlegelii.

A massa das gonadas das fémeas de L. bufonius foi maior do que a de L. fuscus e
menor do que a de L. chaquensis e L. podicipinus (ver Prado e Haddad, 2005). O ER
também foi menor do que o descrito para L. chaquensis e L. podicipinus, porém
préximo ao de L. fuscus. Em um estudo realizado no Equador, Crump (1974) observou
relacdo inversa entre tamanho do corpo e ER em fémeas de 23 espécies de anuros.
Estudos posteriores na Argentina (Perotti, 1997) e Brasil (Prado e Haddad, 2005)
também encontraram o0 mesmo padrdo. Prado e Haddad (2005) ainda ressaltaram que L.
fuscus apresentou ER menor do que o esperado e atribuiram a diferencas ecologicas, tais
como padréo prolongado de reproducdo e nimero de vezes que uma fémea € capaz de
desovar em uma estacdo reprodutiva. Essas explicagdes podem ser aplicadas para os

resultados encontrados neste estudo.

O padrao reprodutivo pode influenciar o ER nas fémeas de anuros.
Leptodactylus chaquensis € uma espécie explosiva, que se reproduz apenas durante as
primeiras chuvas do ano no Pantanal (Prado et al., 2000). Desta forma, fémeas desta
especie podem nao ter chance de desovar diversas vezes e assim o esforco reprodutivo é

alto e concentrado em apenas um pequeno periodo de tempo (Prado e Haddad, 2005).
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Fémeas de algumas espécies de anuros neotropicais sdo capazes de desovar mais de
uma vez durante a estacao reprodutiva, mas precisam de intervalos de pelo menos duas
semanas entre as desovas (Bastos e Haddad, 1996). Em estudo realizado na Argentina,
Reading e Jofré (2003) ndo encontraram diferenca significativa entre o nimero de
ovocitos no ovario e 0 numero de ovécitos nas desovas, sugerindo que as fémeas de L.
bufonius desovavam todos os ovocitos de uma so vez. Tal diferenca foi encontrada em
L. troglodytes em um estudo realizado em area de Cerrado no Brasil (Kokubum et al.,
2009).Talvez, as fémeas da populacdo de L. bufonius estudada sejam capazes de
desovar mais de uma vez ao longo da estacdo chuvosa, o que explicaria os baixos
valores de ER se comparados a L. chaquensis, mas estudos que investiguem esses

padrdes sdo necessarios para esclarecer tais diferencas.

A variacdo na massa das génadas foi positivamente correlacionada com a massa
do corpo e com 0 CRC, embora a massa do corpo tenha apresentado maior correlacao
em ambos 0s sexo0s. A massa do corpo das fémeas explicou a maior parte da variagdo na
massa das gbnadas em estudos envolvendo tanto leptodactilideos (e. g., Prado e
Haddad, 2005) como espécies pertencentes a outras familias de anuros (e.g., Crump,
1974; Rodrigues et al., 2007; Pupin et al., 2010). Os resultados aqui descritos véo de
acordo as conclus@es dos trabalhos citados acima, onde a massa do corpo é a variavel
mais adequada para predicdo do potencial reprodutivo das fémeas, uma vez que
representa melhor a variacdo do volume da cavidade abdominal (King, 2000; Prado e
Haddad, 2005), assim como a condicao nutricional do individuo (Prado e Haddad, 2005;
Pupin et al., 2010). A variacdo intra-especifica no esforco reprodutivo e geralmente
explicada pelas condi¢des ambientais tais como altitude, temperatura, precipitacao e

disponibilidade de recursos no ambiente, e caracteristicas das fémeas como, por
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exemplo, a capacidade de utilizar a energia assimilada para a formacédo de ovocitos
(e.g., Luddecke, 2002; Reading e Jofré, 2003; Castellano et al., 2004). Tanto as fémeas
como os machos da populacéo estudada ndo apresentaram correlacdo entre CRC ou
massa do corpo e ER. Isso pode ser explicado porque a populacéo estudada forrageava
nos cupinzeiros, que sdo abundantes, indicando que mesmo fémeas menores investem

em crescimento e reproducdo, simultaneamente.

Embora as analises realizadas separadamente para as estacdes de 2008/2009 e
2009/2010 nao tenham apresentado resultados diferentes das analises realizadas
juntando os dados das duas estacdes reprodutivas, trabalhos com outras espécies de
anuros ja demonstraram a existéncia de diferencas interanuais em caracteristicas
reprodutivas (e.g., Tomasevi¢ et al., 2007; TomasSevi¢ et al., 2008). Fatores climaticos
tais como temperatura e umidade, podem afetar diretamente a disponibilidade de
alimento e consequentemente as caracteristicas reprodutivas em individuos de anos ou

locais diferentes (Reading e Jofré, 2003; Tomasevi¢ et al., 2008).

Relacbes de tamanho-fecundidade. Reading e Jofré (2003) estudaram a reproducéo de
L. bufonius na Argentina. A media de ovdcitos por fémea foi de 474 e 643 em 2000 e
2001, respectivamente, ambas maiores que a média de 425 encontrada no presente
estudo. As fémeas da populagéo estudada na Argentina eram maiores do que as do

presente estudo, o que poderia explicar a maior quantidade de ovocitos por fémea.

Espécies que apresentam modo reprodutivo mais generalizado (desovas na agua
e girinos aquaticos) tendem a produzir desovas com muitos 0vos pequenos, porém essa
relacdo tende a mudar conforme o modo reprodutivo torna-se mais independente da
agua, passando a conter menos ovos, porém de maior tamanho (Salthe e Duellman,

1973; Crump, 1974; Perotti, 1997). O grupo de L. fuscus é considerado intermediario
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em relacdo ao modo reprodutivo, apresentando desovas terrestres e girinos aquaticos
(Heyer, 1969). O numero de ovacitos encontrados em L. bufonius foi menor do que o
descrito para L. chaquensis, L. podicipinus (Prado e Haddad, 2005) e L. syphax (Silva e
Giaretta, 2009), espécies pertencentes a grupos que apresentam modos reprodutivos
mais dependentes da agua (Heyer, 1969; Prado et al., 2002). Espécies do grupo de L.
marmoratus apresentam modo reprodutivo mais independente da d&gua se comparadas as
do grupo de L. fuscus e, como esperado, diversos estudos observaram poucos ovacitos
grandes em fémeas desse grupo (e.g., Crump, 1974; Almeida e Angulo, 2002; Kokubum
e Giaretta, 2005). O diametro médio dos ovocitos de L. bufonius foi menor do que o
registrado para outras espécies do grupo de L. fuscus (e.g., Oliveira-Filho e Giaretta,
2008; Kokubum et al., 2009). Se comparada a outras espécies do grupo de L. fuscus, L.
bufonius apresentou resultado esperado, ja que continha mais ovocitos no ovario do que
L. fuscus (Prado e Haddad, 2005), L. mystacinus (Silva e Giaretta, 2009) e L.
troglodytes (Kokubum et al. 2009), porém de menor didmetro comparado ao destas

espécies.

Em anuros, de maneira geral, ha correlacdo positiva entre tamanho do corpo e
namero e tamanho de ovos/ovécitos (e.g., Martins, 1988; Prado e Uetanabaro 2000;
Wogel et al., 2002; Pupin et al., 2010). Além disso, alguns trabalhos demonstram haver
correlagé@o negativa entre nimero e tamanho dos ovaocitos (e.g., Luddecke, 2002; Lips,
2001; Pupin et al., 2010). Leptodactylus bufonius seguiu o padréo de correlacdo positiva
entre CRC ou massa do corpo e nimero e tamanho dos ovdcitos. Da mesma forma que a
massa do corpo explicou melhor a variagdo na massa das gbnadas se comparado ao
CRC, a massa do corpo também explicou melhor a variagdo no nimero e tamanho dos

ovocitos. Conforme as fémeas crescem em comprimento e em massa, tornam-se capazes
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de produzir ovécitos maiores e em maior numero. A falta de correlagdo positiva entre
numero e diametro dos ovdcitos pode estar relacionada a possivel inclusdo de ovdcitos

nao maduros nas analises.

Diante do valor do ER dos machos e dos dados de comportamento aqui
relatados, nossos resultados apontam para uma possivel ocorréncia de competicao
espermatica em L. bufonius. Futuros trabalhos de comportamento reprodutivo aliados a
analise de paternidade poderdo comprovar a ocorréncia de poliandria na espécie. Em
relacdo as fémeas de L. bufonius, houve correlacdo positiva entre tamanho do corpo e
massa das génadas, além disso, como em outras espécies de anuros (e.g., Bufo viridis:
Castellano et al., 2004; Crinia signifera: Lauck, 2005), conforme as fémeas de L.
bufonius ficam maiores e mais pesadas, a quantidade e tamanho dos ovécitos
aumentam. Porém, o ER em fémeas nao foi correlacionado com o tamanho do corpo,
assim como ndo observamos um trade-off entre nimero e tamanho dos ovocitos. As
condicBes ambientais na area de estudo, com secas extremamente prolongadas e
ambientes de reproducdo efémeros, podem exercer um efeito sobre tais caracteristicas
reprodutivas. Apenas estudos comparativos de médio a longo prazo poderdo elucidar os

efeitos das condi¢es ambientais sobre o investimento reprodutivo em anuros.
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ANEXO

LEPTODACTYLUS BUFONIUS (Vizcacheras' White-lipped Frog). SPAWNING

BEHAVIOR.

Leptodactylus bufonius is a typical frog from the arid Chaco, included in the
Leptodactylus fuscus group (Heyer 1978. Bull. Los Angeles Co. Mus. Nat. Hist. 29: 85
pp.). It occurs in south Bolivia, north Argentina, Paraguay and Central Brazil (Mato
Grosso do Sul state) (Frost 2010. Electronic Database accessible at
http://research.amnh.org/vz/herpetology/amphibia/American Museum of Natural
History, New York, USA). The species in this group exhibit an intermediate
reproductive mode, from the aquatic to more terrestrial ones, with terrestrial clutches
and aquatic tadpoles. Males construct subterranean chambers close to streams or ponds
and eggs embedded in foam nests are deposited inside the chambers; subsequent to rains
or floodings, tadpoles complete development in the water (Heyer 1969. Evolution
23:421-428). Studies on the reproductive biology of L. bufonius throughout its
geographic distribution are scarce (Crump 1995. Herpetol. Rev. 26:97-98; Reading and
Jofré 2003. Amphibia-Reptilia 24:415-427) and nonexistent for Brazilian populations.
Herein, we describe some aspects of the spawning behavior of L. bufonius in a
temporary pond (21°42°S, 57°43W), in the municipality of Porto Murtinho, Mato
Grosso do Sul state, western Brazil. The study site is located in the south Pantanal, the
only Brazilian region under the influence of the Chaco biome, where annual floodings
are common in the summer (Prado et al. 1992. In: P. A. Furley, J. Proctor and J. A.
Ratter (eds.), Nature and dynamics of forest-savanna boundaries, pp. 451-470.
Chapman & Hall, London, England; Silva and Abdon 1998. Pesq. Agropec. Bras.

33:1703-1711). Climate is “Aw” type, according to Képpen’s classification, with a hot
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and wet summer (Oct-Apr) and a dry and cold winter (May-Sep). On 3 December
2009, 2230 h, we observed a pair of L. bufonius in amplexus inside a chamber, but
spawning had not started yet. At 2232 h, another male entered in the same chamber and
immediately they started spawning. At 2300 h, with the foam nest already formed, the
female (Colecdo Zooldgica de Referéncia da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul - ZUFMS -CH593) left the chamber. Both males remained inside the chamber until
2344 h, when one of the males left the chamber (ZUFMS-CH594), followed by the
other male at 2355 h (ZUFMS-CH595). On 6 December 2009, at night, we observed
another male being followed by the female and both entered the chamber at 2120 h.
After five minutes, the male left the chamber and remained motionless for 35 minutes at
about 10 cm from the chamber entrance. During this period, the female remained with
her head out of the chamber. At 2205 h, both returned to the chamber and amplexed.
After 20 minutes they started spawning. At 2245 h, another female (ZUFMS-CH598)
approached the chamber and, at 2307 h, joined the pair that was spawning. After seven
minutes, this second female left. Thirty minutes later, another male approached and
entered in the chamber. The three individuals (two males and one female) remained
inside the chamber for almost 40 minutes (until 0028 h), when the female left. At 0047
h one male (ZUFMS-CH599) left and at 0100 h the other male (ZUFMS-CHG600) also
left the chamber. We were able to recognize males and females because of the
presence/absence of vocal sacs and observation of all behaviors were possible through
the chamber entrance. Observations of chambers containing more than a male and
female were already reported for L. bufonius (Philibosian et al. 1974. Herpetologica
30:381-386; Pisano et al. 1993. Rev. Fr. Aquariol. 19:125-126; Reading and Jofré

2003. Amphibia-Reptilia 24:415-427). Philibosian et al. (1974. Herpetologica 30:381-
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386) suggested that or L. bufonius may exhibit polyandrous behavior or males may use
chambers of other males. The second scenario seemed more plausible for the population
studied in Argentina by Reading & Jofré (2003. Amphibia-Reptilia 24:415-427). These
authors stated that the evidences did not support the occurrence of polyandry. Given
that L. bufonius individuals occur in high densities at our study site, and that the region
Is subjected to floodings, which may shorten the reproductive period because of lack of
suitable sites to construct the chambers, we suggest that the occurrence of multimale
and, maybe, also multifemale spawning behavior seems plausible for this population.
Polyandry has been rarely reported for South American frogs (e.g., Prado and Haddad
2003. J. Herpetol. 37:354-362; Prado et al. 2006. Herpetol. Rev. 37:206-207). In
species with external fertilization, as most anurans, one of the ways to increase
fertilization success is increasing quantity of sperm released (Gross 1985. Nature
313:47-48). Thus, selection may favor males with larger testes (Prado and Haddad
2003. J. Herpetol. 37:354-362). Studies on the reproductive effort (gonad mass relative
to body mass) of L. bufonius males, as well as studies addressing the offspring paternity

are needed to elucidate the behaviors herein described.
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