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Resumo Geral

Estudos populacionais permitem a obtencdo de diversas informacgdes bioldgicas aplicaveis a
conservagdo da vida silvestre. Ha diversos tipos de marcacdes individuais que podem ser
utilizadas nesses estudos. Contudo, a Unica ndo invasiva para individualizagdo de anfibios é a
identificacdo por marcas naturais. Uma das formas de registrar as marcas naturais € por
imagem fotografica. Assim, este trabalho teve como obijetivo: (1) verificar se as marcas naturais
presentes nos flancos de Phyllomedusa azurea podem ser utilizadas para distinguir os
individuos; (2) analisar a estabilidade temporal das marcas naturais dos flancos de P. azurea,
de modo a validar o método de identificagdo fotografica; (3) quantificar os parametros
populacionais sobrevivéncia aparente e probabilidade de captura de P. azurea ao longo de um
periodo reprodutivo da espécie, ho Municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul. Individuos adultos
de P. azurea (n = 15) foram capturados entre outubro 2012 e janeiro 2013, em lagoas
temporarias no Municipio de Bonito, e mantidos em cativeiro. Capturamos imagens dos flancos
dos individuos semanalmente, durante nove semanas em busca de altera¢cbes temporais no
padrao de manchas. Verificamos que as marcas naturais dos flancos de P. azurea sao Unicas
para cada individuo da espécie e que o formato destas manchas permaneceu constante ao
longo de nove semanas. Os dados de marcacgdo e recaptura foram obtidos entre outubro 2012
e marco 2013. O método de amostragem utilizado foi o de busca ativa visual no periodo
noturno em duas lagoas temporérias. Individualizamos os animais por meio de fotografia de
seus flancos, nos quais se encontram as marcas naturais. Nas duas lagoas, individualizamos
177 individuos de P. azurea (29 fémeas e 148 machos). Recapturamos somente machos (n =
20). A sobrevivéncia aparente dos individuos machos variou entre as duas lagoas amostradas,
sendo 23% na lagoa 1 e 41% na lagoa 2. A probabilidade de captura dos machos variou entre
as lagoas, bem como ao longo dos meses, em média 39% para os individuos da lagoa 1 e 52%
para os da lagoa 2. Verificamos que a identificagdo por meio das marcas naturais, com registro
fotografico, € uma forma de individualizagcéo eficiente para estudos com P. azurea na regido
estudada. Sugerimos que futuros estudos populacionais sejam desenvolvidos com a espécie,

em um maior escala temporal (ao longo dos anos) e espacial (de paisagem).



Abstrat

Studies of populations allow the obtaining of many biological information that are applicable to
the conservation of wildlife. There are many types of individual marks that can be used in these
studies. Even though, the only non-invasive to the individualization of amphibian is the
identification through natural marks. One of the ways of registering the natural marks is with
photographic image. This work has the objectives of: (1) verifying if the natural marks that are in
the flanks of the Phyllomedusa azurea can be used to distinguish the individuals; (2) analyzing
the temporal stability of the natural marks in the flanks of the P. azurea, in a way to validate the
method of photographic identification; (3) quantifying the population parameters (apparent
survival and probability of capture) of P. azurea during the reproductive period of the species, in
the Municipality of Bonito, Mato Grosso do Sul State, Brazil. Adult individuals of P. azurea (n =
15) were captured between October 2012 and January 2013 in temporary ponds in Bonito/MS
and kept in a terrarium. We weekly captured images of the flanks of the individuals, during nine
weeks searching for temporal changes in the standard of the flecks. We verified that the natural
marks of the flanks of the P. azurea are unique to each individual of the species and that the
format of the flecks of the individuals remained constant during the nine weeks. The mark-
recapture data were obtained between October 2012 and March 2013. The method of sampling
used was the active visual search in the night period in two different temporary ponds. We
individualized the animals through photography of their flanks, where the natural marks are. In
both ponds, we individualized 177 individuals of the P. azurea (29 females and 148 males). We
recaptured only the male ones (n = 20). The apparent survival of the male individuals varied
between the two sampled ponds, being 23% in the pond 1 and 41% in the pond 2. The
probability of capture of the male varied between the two ponds, as well as during the months,
an average of 39% to the individuals of the pond 1 and 52% to the pond 2. We verified that the
identification through natural marks, with photographic register is one way of efficient
individualization for studies with the P. azurea in the studied region. We suggest that future
population studies are developed with the species in a longer scale of time (through years) and

space (of landscape).



INTRODUCAO GERAL

A falta de estudos para a maioria das espécies de anfibios, no que diz respeito a
histéria natural, ao ciclo de vida e a ecologia € o grande obsticulo para reverter a perda de
diversidade e o declinio de populac¢des do grupo (Young et al. 2001, Funk et al., 2003). Estudos
ecoldgicos, principalmente em termos de dindmica populacional, sdo importantes para prevenir
e inferir a causa dos decréscimos de populacbes (Funk et al.,, 2003). Dentre os fatores
responsaveis pelo declinio das populacdes de anfibios, a perda ou alteracdo dos ambientes
naturais € uma das mais alarmantes e realizadas frequentemente no Cerrado e Pantanal,
principais dominios vegetais do Estado de Mato Grosso do Sul (Young et al.,, 2001; IBGE,
2004; Klink & Machado, 2005; Uetanabaro et al., 2008). Estudos populacionais permitem a
obtencdo de diversas informacdes biolégicas importantes e aplicaveis a conservacdo da vida
silvestre (Converse et al., 2005). Aqueles que utilizam modelos de marcagéo e recaptura tém
se mostrado eficientes para estimar parametros demogréficos, tal como tamanho populacional,
taxa de sobrevivéncia, probabilidade de captura, parédmetros importantes para identificar
tendéncias populacionais (Schimidt, 2003; Vasconsellos, 2007).

Ha diversos tipos de marcacdes individuais que podem ser utilizadas em animais e
estas marcacdes podem ser classificadas pela sua durabilidade como temporaria,
semipermanente e permanente. Métodos permanentes de marcacdo tendem a criar marcas
gue muitas vezes envolvem dano tecidual (permanente ou temporario) (Mellor et al., 2004). A
amputacdo de artelho ou toe-clipping € o método de marcacdo permanente mais utilizado
atualmente em anfibios (McCarthy & Parris, 2004; Campbell et al., 2009; Schmidt &
Schwarzkopf, 2010; Del Lama et al., 2011; Oliveira et al., 2012). Em recente discusséo sobre a
proibicao do uso dessa técnica no Brasil, um dos argumentos mencionados por herpetélogos
contra tal impedimento, foi a falta de métodos de marcacdes individuais confiaveis no pais
(Corréa et al., 2013). Desse modo, técnicas alternativas a marcacao por amputacao de artelhos
devem ser investigadas e validadas.

A identificagdo por marcas naturais também €& considerada um tipo de marcacao
permanente de individuos (Mellor et al., 2004). Contudo, se diferencia das demais técnicas de
marcagado permanente por ser a unica ndo invasiva para individualizacdo de anfibios, ou seja,
ndo h& dano tecidual (Bradfield, 2004; Kenyon et al., 2010). Uma das formas de registrar as
marcas naturais € por imagem fotogréafica, também conhecida como método de identificacdo

fotografica ou MIF (Mellor et al., 2004). Em diversos paises, inclusive no Brasil, pesquisadores



testaram o MIF em anfibios e o consideraram eficiente e econdmico, além da técnica causar
menos estresse ao animal por ndo fornecer risco a sua integridade fisica (Arntzen et al., 2003;
Carafa & Biondi, 2004; Bradfield, 2004; Gamble et al., 2008; Clemas et al., 2009; Del Lama et
al., 2011; Ribeiro & Rebelo, 2011; Courtois et al., 2012). A individualizacdo por marcas naturais
tem elevada importancia em estudos com populacdes de espécies em decréscimo (Caorsi et
al., 2012) e espécies ameacadas de extincdo (Reisser et al., 2008), visto que ndo causa

ferimentos no animal e evita o risco de mortalidade dos individuos (Del Lama et al., 2011).

A Unica limitacdo na aplicacao do MIF é a restricdo a espécies com marcas naturais, em
pelo menos uma regido do corpo (e.g., dorso, ventre, flancos), passiveis de reconhecimento
(Bradfield, 2004; Kenyon et al., 2009). Também ¢é necessario verificar se as marcas
selecionadas sdo permanentes ao longo do tempo (Kenyon et al.,, 2009). Tal cuidado é
importante, visto que em algumas espécies as marcas naturais se modificam ao longo de seu
estagio de desenvolvimento e essa alteragdo pode causar erro na identificacdo dos individuos
(Carafa & Biondi, 2004; Reisser et al., 2008; Yoshizaki et al., 2009). De modo a evitar esses
problemas, é recomendavel que a técnica seja cuidadosamente validada antes de ser aplicada
(Kenyon et al., 2009).

A avaliacdo da eficacia do MIF pode ser alcan¢cada por meio de estudos que combinam essa
técnica com outros tipos de marcacao (e.g., cinturdo de micangas, etiqueta de implante visivel
alfanumérico - VIA tag, “transponder” passivo integrado — PIT tag) (Santos et al., 2010; Clemas
et al., 2009; Vasconselos & Colli, 2009). Uma alternativa € manter individuos da espécie em
cativeiro, para verificar se o padrdo de manchas determinado para identificagdo individual se
altera ao longo do tempo (Kenyon et al., 2010).

Phyllomedusa azurea Cope, 1862 pertence a familia Hylidae e possui habito noturno e
arboricola (Caramaschi & Cruz, 2002; Freitas et al., 2008; Uetanabaro et al., 2008). Tem
ocorréncia conhecida para o Pantanal e Cerrado, nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Tocantins, Goids, Minas Gerais e Sdo Paulo, bem como no Distrito Federal
(Caramaschi 2006; Prado et al., 2008). Também foi registrada na transicdo do Cerrado com
Floresta Amazénica, em Rondbdnia e em Santa Catarina, em &rea de Mata Atlantica (Calderon
et al. 2009; Lucas et al., 2010) . Sua distribuicdo também inclui as regides de Chaco no leste da
Bolivia, Paraguai e Norte da Argentina (Caramaschi 2006; Uetanabaro et al., 2008). A espécie
apresenta coloracao verde no dorso e o seu ventre € branco/creme. As laterais de seu corpo e
parte interna de seus membros apresentam barras verticais escuras que contrastam com um

fundo vermelho-alaranjado (Caramaschi, 2006; Uetanabaro et al., 2008; Lucas et al., 2010).



Para o género Phyllomedusa, encontramos somente um artigo publicado em que utilizaram
marcas naturais para individualizacdo da espécie (Phyllomedusa megacephala, ver Oliveira et
al., 2012). Adicionalmente, ndo hé registros de estudos populacionais para P. azurea, inclusive

ainda sao deficientes os dados quanto ao seu status de conservacao (IUCN, 2013).

O presente estudo esta dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo esta intitulado
como: “Identificacdo de Phyllomedusa azurea (Anura, Hylidae) por meio de marcas naturais”, e
se encontra nas normas do periédico Herpetological Review. O segundo capitulo estd intitulado
como: “Uso de marcas naturais para estimativa de parametros populacionais de Phyllomedusa
azurea (Anura, Hylidae) em uma area de Cerrado”, e se encontra has normas do periédico

Journal of Herpetology.

As normas dos periodicos estdo ao final de cada capitulo. Para os dois periédicos
escolhidos, é sugerido inserir as figuras e tabelas ao final do texto. Contudo, para melhor

compreensdo do leitor, inserimos as figuras e tabelas ao longo do corpo do texto.

De acordo com a Resolucdo N.52 de 28 de novembro de 2012 do Programa de Pos
Graduacdo em Biologia Animal, as dissertagbes devem ser redigidas em lingua portuguesa,
independentemente da linguagem exigida pelo periddico escolhido. Deste modo, os dois

capitulos desta dissertagéo foram redigidos em portugués.
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Capitulo 1
Identificacdo de Phyllomedusa azurea (Anura, Hylidae) por meio de marcas naturais
Sabine B. Rocha'?, José Sabino™?

'Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Animal, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil.
2E-mail: sabineborges@hotmail.com

% Programa de Pés-Graduacdo em Meio Ambiente e Desenvolvimento Regional, Laboratério de
Biodiversidade e Conservacédo de Ecossistemas Aquéticos, Universidade Anhanguera —

Uniderp, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Introducéo

O reconhecimento dos individuos em uma populacédo é fundamental para a maioria dos
estudos comportamentais e ecoldgicos com animais silvestres (Reisser et al. 2008). Para a
identificacdo desses organismos, habitualmente utiliza-se marcagbes que permitam
individualiza-los em estudo (McCarthy e Parris 2004). Diversos tipos de marcac¢des individuais
podem ser utilizadas em animais e estas podem ser classificadas pela sua durabilidade como
temporaria, semipermanente e permanente (Mellor et al. 2004). Métodos permanentes de
marcacéo tendem a criar marcas que muitas vezes envolvem dano tecidual (permanente ou
temporario), como é o caso das marcas feitas em alta temperatura (hot brands), tatuagens,
elastdmero fluorescente, “transponder” passivo integrado (PIT tag) e remocao de tecidos (e.g.
amputacao de artelho) (Beausoleil et al. 2004; Donnelly e Guyer 1994; Mellor et al. 2004).

A amputacdo de artelho ou toe-clipping € o método de marcacdo mais utilizado

atualmente em anfibios (Campbell et al. 2009; Del Lama et al. 2011; McCarthy e Parris 2004;



Oliveira et al. 2012; Schmidt e Schwarzkopf 2010). Em recente discussdo sobre a possibilidade
de proibicdo do uso dessa técnica no Brasil, um dos argumentos mencionados por
herpetélogos contra tal impedimento, foi a falta de métodos de marcacdes individuais confiaveis
no pais (Corréa et al. 2013). Desse modo, técnicas alternativas a marcacao por amputacdo de
artelhos devem ser investigadas e validadas.

A identificacdo por marcas naturais também €& considerada um tipo de marcacao
permanente de individuos, a Unica nao invasiva para individualizacédo de anfibios, ou seja, ndo
ha dano tecidual (Bradfield 2004; Mellor et al. 2004 Kenyon et al. 2010). Apesar disso, a técnica
ainda é pouco utilizada no Brasil (Caorsi et al. 2012; Del Lama et al. 2011; Miranda et al. 2005;
Oliveira et al. 2012; Santos et al. 2010; Sousa 2012).

Uma das formas de registrar as marcas naturais € por imagem fotogréfica, conhecida
como método de identificacéo fotografica (MIF) ou foto-identificacdo (Mellor et al. 2004; Caorsi
et al. 2012; Gamble et al. 2008; Kenyon et al. 2009; Kenyon et al. 2010; Knox et al. 2012). Em
diversos paises, inclusive no Brasil, pesquisadores testaram o MIF em anfibios e o
consideraram eficiente e econdmico, além da técnica minimizar o estresse e 0 risco a
integridade fisica do animal (Arntzen et al. 2003; Bradfield 2004; Courtois et al. 2012; Del Lama
et al. 2011; Gamble et al. 2008; Ribeiro e Rebelo, 2011). Dessa forma, a individualizagdo por
marcas naturais tem elevada importancia em estudos com populagdes em declinio (Caorsi et
al. 2012) e ameacadas de extincdo (Reisser et al. 2008).

A Unica limitagdo na aplicacdo do MIF é a restricdo a espécies com caracteristicas ou
marcas naturais passiveis de reconhecimento, em pelo menos uma regido do corpo (Bradfield
2004; Kenyon et al. 2009). Também deve ser testada a permanéncia das marcas selecionadas,
visto que em algumas espécies as marcas naturais se modificam ao longo do estagio de
desenvolvimento, o que prejudica o reconhecimento dos individuos (Carafa e Biondi 2004;
Kenyon et al. 2009; Reisser et al. 2008; Yoshizaki et al. 2009). Outro problema comum em
estudos que utilizam o MIF é relativo a qualidade da imagem capturada; imagens de méa
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gualidade dificultam a identificacdo do animal (Reisser et al. 2008; Ribeiro 2009; Yoshizaki et
al. 2009). Desse modo, é recomendavel que a técnica seja cuidadosamente validada para ser
aplicada (Kenyon et al. 2009).

A avaliacdo da eficacia do MIF pode ser alcancada por meio de estudos que combinam
essa técnica com outros tipos de marcacdo, como, por exemplo, o cinturdo de micangas
(Santos et al. 2010), etiqueta de implante visivel alfanumérico - VIA tag (Clemas et al. 2009),
“transponder” passivo integrado — PIT tag (Arntzen et al. 2003). Uma alternativa € manter
individuos da espécie em cativeiro, para verificar se o padrdo de manchas determinado para
identificacdo individual se altera ao longo do tempo (Kenyon et al. 2010).

Estudos com anfibios anuros em que foi utilizado o MIF, verificaram a estabilidade das
marcas naturais ao longo do periodo de amostragem (e.g., Scinax longilineus ver Del Lama et
al. 2011, Litoria genimaculata ver Kenyon et al. 2010; Pseudis cardosoi ver Miranda et al.
2005). Porém, observamos um caso em que houve alteragdo nas marcas naturais de um
anfibio (Salamandra salamandra gigliolii), no qual as manchas do dorso de 4% dos individuos
amostrados se fundiram (Carafa e Biondi 2004). Contudo, ainda ha pouca informacédo
disponivel sobre a variacdo no padrédo de manchas e na coloracdo de individuos ao longo de
seu desenvolvimento (Bradfield 2004; Kenyon et al. 2010).

Phyllomedusa azurea Cope, 1862 pertence a familia Hylidae e subfamilia
Phyllomedusinae. Segundo Duellman (1968), os anuros desta subfamilia sdo os mais distintos
dentre os hilideos neotropicais, apresentando diferentes caracteristicas morfolégicas,
comportamentais, reprodutivas e bioguimicas. P. azurea apresenta coloracdo verde no dorso e
0 seu ventre é branco/creme. As laterais de seu corpo e parte interna dos membros anteriores
e posteriores apresentam barras verticais escuras contrastando com um fundo vermelho-
alaranjado (Caramaschi 2006; Lucas et al. 2010; Uetanabaro et al. 2008;).

Diversas espécies pertencentes a Phyllomedusinae apresentam padrfes de manchas em
seus flancos, como Agalychnis callidryas, Phasmahyla nordestina, Phyllomedusa iheringii, P.
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azurea. Contudo, para o género Phyllomedusa, somente um estudo utilizou essas marcas
naturais para identificacdo dos individuos (Phyllomedusa megacephala, ver Oliveira et al.

2012).

Este trabalho teve como objetivos: (1) verificar se as marcas naturais presentes nos
flancos de Phyllomedusa azurea podem ser utilizadas para distinguir os individuos; (2) analisar
a estabilidade temporal das marcas naturais dos flancos de P. azurea, de modo a validar o

método de identificacéo fotogréafica (MIF).

Material e Métodos

De modo a verificar se as marcas naturais dos flancos de individuos adultos de
Phyllomedusa azurea (Fig. 1) se alteram ao longo do tempo, capturamos os individuos e os

mantivemos em cativeiro, conforme especificado a seguir.

Area de captura dos individuos

Entre outubro de 2012 e janeiro de 2013, individuos adultos de P. azurea (N = 15) foram
manualmente capturados por meio de busca ativa em lagoas temporarias no Municipio de
Bonito, Mato Grosso do Sul. A area de estudo esta localizada em uma propriedade particular
denominada Estancia Mimosa Ecoturismo (20.9814°S, 56.5156°W), situada 26 km ao norte da
cidade de Bonito (Fig. 2). A é&rea esta inserida no Planalto da Bodoquena, conhecida
popularmente como Serra da Bodoquena, e esta situado na regido sudoeste do Estado, na
borda do Pantanal sul. Este planalto é caracterizado pela presenca de pedras carbonaticas no

substrato rochoso (Boggiani et al. 1993). Est4 sob influéncia do Cerrado e suas variacdes



(cerraddo, campo cerrado e campo limpao), bem como de florestas estacionais (Uetanabaro et

al. 2008).

Nos meses de verdo, o clima da regido é quente e Umido e no inverno é frio e seco
(Uetanabaro et al. 2008). A maior incidéncia de chuvas ocorre entre outubro e abril, € 0s meses
de maio a setembro sdo marcados por periodo de seca (Rodrigues et al. 2003; Uetanabaro et
al. 2007). A temperatura média anual varia de 20 a 22°C e a precipitacdo média anual oscila

entre 1.300 mm e 1.700 mm (Rodrigues et al. 2003; Uetanabaro et al. 2007).

Fig. 1. Imagens de adultos de Phyllomedusa azurea. A) Imagem de um individuo macho da

espécie. B) Imagem frontal, com as marcas naturais dos membros anteriores e posteriores a
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mostra. C) Imagem lateral, em que o individuo estd em movimento, com os flancos alaranjados

e barras verticais escuras a mostra. D) Imagem do dorso de um individuo em movimento.

Fotos: S. B. Rocha.
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Fig. 2. Localizagdo da area de captura dos individuos de Phyllomedusa azurea (Estancia

Mimosa Ecoturismo), Municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul e a altitude (m). Fonte: Weber et

al. 2004.



Processo laboratorial

Os individuos de P. azurea (N = 15) foram mantidos em um terrario (90 x 60 x 60 cm),
no Laboratério de Zoologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campus de
Campo Grande (Fig. 3). O terrario foi construido com uma area com &agua, terra e vegetacao
apropriada (com até 50 cm de altura). Mantivemos o ambiente Umido com equipamento,
sempre que possivel, para manter a umidade relativa do terrdrio em no minimo 50%. A
umidade relativa e a temperatura do terrario foram registradas ao longo de todo o periodo do
trabalho laboratorial, por um termo-higrdmetro (precisédo de 1%). Os individuos de P. azurea em
cativeiro foram alimentados ad libitum, com espécimes vivos de artropodes das ordens Diptera,
Araneae e Hymenoptera, itens alimentares mais consumidos pela espécie em areas de

Cerrado (Freitas et al. 2008).

De modo a causar menos estresse aos animais, ndo mantivemos os 15 individuos de P.
azurea juntos em cativeiro. Primeiramente, mantivemos um grupo com sete individuos em
cativeiro. Ap6s nove semanas, capturamos mais oito individuos e soltamos os individuos do
primeiro lote nas mesmas lagoas onde foram capturados. Mantivemos os oito individuos do
segundo lote em cativeiro por outras nove semanas. Apos esse periodo, soltamos os individuos

desse ultimo lote nas lagoas de onde foram capturados.

Uma vez que P. azurea apresenta marcas naturais em diferentes partes de seu corpo
(Fig. 1), optamos pelas marcas do flanco para individualizagdo dos animais, pois consideramos
mais perceptiveis e conspicuas. Capturamos imagens do flanco direito dos individuos
semanalmente, durante nove semanas em busca de alteragcbes temporais no padrdo de
manchas. Para captura das imagens das laterais desses individuos, imobilizamos seus
membros anteriores e posteriores (para evitar a movimentacdo do animal). Capturamos as

imagens com uso de uma camera digital com resolucdo 9.1 megapixels. Depois de



fotografados, obtivemos a massa corpérea dos individuos de modo a monitorar o ganho ou
perda de massa dos animais. Fizemos também a sexagem dos individuos, observando
algumas caracteristicas como calosidade nupcial, evidentes nos machos em época reprodutiva
€ massa corporea, que apresenta maior valor nas fémeas (Caramaschi 2006; Freitas et al.
2008; Luna et al. 2012). Derivado desse procedimento, obtivemos um banco de dados e
imagens dos individuos. Utilizamos o programa ImageJ (Rasband 1997) para transformar as

imagens em preto e branco, de modo a evidenciar as marcas naturais individuais.

Analisamos todas as marcas que se encontravam na regido axilar, flanco e regido
proximal do membro posterior (Fig. 4). Ndo consideramos as marcas causadas por traumas
fisicos (cicatrizes), pois estas podem desaparecer com o tempo (Fig. 5). Comparamos
visualmente as imagens dos individuos ao longo das semanas. Um individuo de P. azurea foi
depositado na Colec¢éo Zoologica de Referéncia da Universidade Federal de Mato Grosso do

Sul (ZUFMS AMP03120).



Fig. 3. Imagens do terrario em que foram mantidos os individuos de Phyllomedusa azurea para
avaliar a permanéncia do padrdo de manchas nos individuos ao longo de nove semanas. A)
Terrario visto de perfil; B) Terrario visto de cima; C) Individuo de P. azurea camuflado em uma

das plantas do cativeiro (seta branca). Fotos: S. B. Rocha.



Fig. 4. Flanco direito de Phyllomedusa azurea utilizado para individualizacdo dos animais. A)
Individuo imobilizado durante a captura das imagens; o retangulo na imagem contorna a area
do flanco utilizada para identificacdo dos individuos. B) Flanco do mesmo individuo modificado

para coloracdo em preto e branco. Foto: S. B. Rocha.

Fig. 5. Desaparecimento de trauma fisico (seta branca) em um dos individuos de Phyllomedusa
azurea, durante periodo em cativeiro. A) Cicatriz em individuo na primeira semana em cativeiro.

B) Apds quatro semanas, a cicatriz ndo estd mais presente no individuo. Fotos: S. B. Rocha.
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Resultados

Mantivemos em cativeiro 12 machos e trés fémeas de P. azurea. Em média, a massa
corporea dos machos foi de 1,95 g (dp = 0.39) e das fémeas foi de 3,08 g (dp + 0,63). Apesar
dos cuidados com a alimentacdo dos individuos em cativeiro, eles apresentaram perda de

peso, em média a massa corpérea dos animais reduziu 35% (dp £ 11).

Verificamos que o padrdo de manchas do flanco de P. azurea € Unico para cada
individuo da espécie e, desse modo, pode ser utilizado para distingui-los (Fig. 6). Constatamos
também que o formato das manchas do flanco dos individuos permaneceu constante ao longo
de nove semanas. Verificamos apenas que a cor das marcas variou de tons mais escuros para
tons mais claros de preto, na maioria dos individuos ao longo do experimento (Fig. 7). Contudo,
tal variagdo nado atrapalhou o reconhecimento individual. A alteragdo na tonalidade das

manchas pretas ocorreu a partir da primeira semana dos individuos em cativeiro.
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Fig. 6. Padrdo de manchas do flanco direito de seis individuos diferentes de Phyllomedusa

azurea mantidos em cativeiro.
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Fig. 7. Padrdo de manchas do flanco direito do mesmo individuo de Phyllomedusa azurea, ao

longo de quatro semanas em cativeiro. O formato das marcas naturais do individuo permanece

igual, apenas a mancha preta varia de tons mais escuros para tons mais claros.

Discussao

Verificamos que os adultos de P. azurea podem ser identificados por meio do MIF, visto
gue os individuos séo distinguiveis por suas marcas naturais, e o padrdo de manchas avaliado
ndo se altera ao longo do tempo. Esta técnica de identificacdo individual também tem se
mostrado eficaz na identificacdo de outros hilideos (Miranda et al. 2005, Oliveira et al. 2012;

Sousa 2012; Ramalho et al. 2013). No caso dos hilideos arboricolas, como P. azurea, essa
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técnica se mostra mais adequada que a amputacao de artelho, em virtude da limitacado do corte

da falange.

A eficacia do MIF também foi registrada para outras espécies de anuros, como para
uma espécie do género Phyllomedusa (Oliveira et al. 2012). Durante estudo sobre historia
natural de P. megacephala (grupo hypocondrialis, o0 mesmo que P. azurea), 0s autores
utilizaram duas formas de marcacéo individual na populacdo: amputacdo de artelho e o MIF
(Oliveira et al. 2012). Ao longo de trés anos de estudo, o padrdo de manchas dos flancos dos
individuos néo se alterou e o MIF permitiu um eficiente reconhecimento individual, sem causar
gualquer dano fisico aos individuos marcados (Oliveira et al. 2012). Em outro estudo,
semelhante ao nosso, individuos de Litoria genimaculata (Hylidae) foram mantidos em cativeiro
e 0s autores também constataram que cada individuo possui um padréo dorsal de manchas, o
gual permite identifica-los (Kenyon et al. 2010). Os autores também confirmaram a
permanéncia das manchas do dorso dos individuos por um periodo de nove semanas, o qual

variou somente em sua coloracéo, de castanho para verde (Kenyon et al. 2010).

A permanéncia das marcas naturais também foi registrada para o anuro Pseudis
cardosoi (Hylidae; Miranda et al. 2005). Neste estudo, para estimar o tamanho populacional da
espécie, 0s autores utilizaram como forma de marcagdo individual somente o MIF e
confirmaram a eficacia da técnica (Miranda et al. 2005). O padrdo de manchas das coxas dos
individuos ndo se alterou ao longo de 10 meses e, desse modo, os individuos foram
identificados inequivocamente em todas as vezes que foram recapturados (Miranda et al.

2005).

A alteracdo na tonalidade das marcas naturais também foi registrada em Scinax
longilineus (Hylidae; Del Lama et al. 2011). Buscando examinar a viabilidade da aplicacdo do

MIF em pesquisas de campo, os autores capturaram individuos de S. longilineus durante trés
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meses e 0s marcaram por meio de amputacao de artelho e do MIF (Del Lama et al. 2011).
Neste estudo, os autores observaram que o padrdo de manchas dos flancos do anuro S.
longilineus nao se alterou. Constataram apenas uma variacao de tons mais claros para escuros
nas manchas, mas esta alteracdo nao atrapalhou no reconhecimento dos individuos (Del Lama
et al. 2011). Verificaram, também, que o uso das marcas naturais para individualizacdo dos
animais € eficiente para ser aplicado em campo, permitindo a identificacdo imediata do

individuo (Del Lama et al. 2011).

Mais estudos devem ser desenvolvidos utilizando a técnica de individualizacdo através
de marcas naturais, de modo a validar o método para outras espécies de anfibios e evitar o uso
de marcag0Oes invasivas. Sugerimos também que outros estudos sejam desenvolvidos com P.
azurea em outras localidades (devido a sua ampla distribuicdo), de modo a corroborar a

eficacia do MIF na individualizag&o de P. azurea no Brasil.

Concluimos, portanto, que o MIF é adequado para ser utilizado em estudos que visam
individualizar adultos de P. azurea na regido estudada. Este € o primeiro estudo em que se

testou a eficacia do método de identificagcéo fotografica com Phyllomedusa azurea.
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Resumo - Estudos populacionais permitem a obtencao de informacgdes bioldgicas
aplicaveis a conservacéao da vida silvestre. Para Phyllomedusa azurea néo ha registros
de estudos populacionais. Este trabalho teve como objetivo quantificar os parametros
populacionais sobrevivéncia aparente e probabilidade de captura de P. azurea em um
periodo reprodutivo da espécie no Municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul.
Amostramos duas lagoas temporérias, entre outubro 2012 e marco 2013. Utilizamos
como método de amostragem a busca ativa visual no periodo noturno. Capturamos
manualmente 177 individuos adultos de P. azurea (29 fémeas e 148 machos), nas
duas lagoas amostradas, e os individualizamos por meio de fotografia de seus flancos,
onde se encontram as marcas naturais. Utilizamos o modelo de Cormack-Jolly-Seber
(CJS). Recapturamos somente machos (n = 20). A sobrevivéncia aparente dos
individuos machos variou entre as lagoas (23% na lagoa 1 e 41% na lagoa 2). A
probabilidade de captura dos machos variou ao longo dos meses e entre as lagoas, em
média 39% para os individuos da lagoa 1 e 52% para os da lagoa 2. Verificamos que a
identificac@o por meio das marcas naturais, com registro fotografico, se mostrou
eficiente para estudos com P. azurea. Sugerimos que futuros estudos populacionais
sejam desenvolvidos com a espécie, em maior escala temporal (ao longo dos anos) e

espacial (de paisagem).

Palavras chave: Individualizagdo; Mato Grosso do Sul; Padrao de manchas;

Probabilidade de captura; Sobrevivéncia aparente.
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O declinio de popula¢bes e perda de diversidade de anfibios tem sido registrado
nos ultimos anos e o grande obsticulo para reverter essa situacao € a falta de estudos
para a maioria das espécies do grupo, no que diz respeito a histoéria natural, ciclo de
vida, fisiologia e ecologia, principalmente em termos de dindmica populacional (Young
et al., 2001; Funk et al., 2003; Uetanabaro et al., 2008). Devido a falta de estudos
populacionais com anfibios, muitas vezes nédo ha tempo para prevenir e inferir a causa
dos decréscimos de populacdes, e muitos declinios ou até extingées de espécies

podem ocorrer sem serem detectados (Funk et al., 2003).

Dentre os fatores responsaveis pelo declinio das populacfes de anfibios, a
perda ou alteracdo dos ambientes naturais € uma das mais alarmantes e realizadas
frequentemente no Cerrado e Pantanal, principais dominios vegetais do Estado de
Mato Grosso do Sul (Young et al., 2001; IBGE, 2004; Klink e Machado, 2005;
Uetanabaro et al., 2008). Consequentemente, as espécies endémicas dos locais que
vém sofrendo impactos oriundos das acdes humanas e que requerem condicdes
ambientais especificas para sua sobrevivéncia, encontram-se relativamente mais

ameacadas que as demais (Primack, 2002).

Os anfibios sé&o elementos importantes nas cadeias ecoldgicas, principalmente
como controladores de insetos e outros invertebrados (Bastos et al., 2003).
Apresentam diversas substancias em sua pele que tem atraido atencao de laboratérios
farmacéuticos, como é o caso de espécies do género Phyllomedusa (Bastos et al.,
2003; Kuckelhaus et al., 2009). Desse modo, o desenvolvimento de pesquisas com 0s

anuros podem possibilitar a descoberta de novas substancias que poderéao atuar no
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tratamento de doencas (Bastos et al., 2003), bem como, estudos com as populacgdes

desses anuros também sdo necessarias para auxiliar na preservagao destes animais.

Estudos populacionais permitem a obtencéo de diversas informacdes biolégicas
importantes e aplicaveis a conservacao da vida silvestre (Converse et al., 2005).
Aqueles que utilizam modelos de marcacéo e recaptura tém se mostrado eficientes
para estimar parametros demograficos, tal como tamanho populacional, taxa de
sobrevivéncia, probabilidade de captura, parametros importantes para identificar
tendéncias populacionais (Schimidt, 2003; Vasconsellos, 2007).

O método de marcacao e recaptura (MR) consiste na captura e marcacao (ou
sistema de individualiza¢éo) dos individuos, soltura e subsequente recaptura, uma ou
mais vezes (Donnelly e Guyer, 1994). Ha diversos tipos de marcacdes que podem ser
utilizadas em anfibios. Contudo, a Unica técnica permanente e ndo invasiva para
individualizacéo do grupo € a identificagdo por marcar naturais (Bradfield, 2004;
Kenyon et al, 2009). Esse método foi utilizado pela primeira vez por herpetélogos em
meados de 1970, com duas espécies de salamandra (Honegger, 1978). Desde entao, o
uso da técnica tem sido frequente e se mostrado eficaz tanto em estudos com répteis
(e.g., Honegger, 1978; Sazima, 1988; Knox et al., 2012) como em anfibios (e.qg.,
Honegger, 1978; Miranda et al., 2005; Gamble et al., 2008; Courtois et al., 2012). Uma
das formas de registrar as marcas naturais é por imagem fotografica, também
conhecida como método de identificacdo fotogréfica (MIF), ou foto-identificacdo (Mellor
et al., 2004; Gamble et al., 2008; Kenyon et al., 2010; Caorsi et al., 2012).

Alguns estudos que utilizam o MIF, ainda identificam os individuos recapturados

por meio da comparacéo visual das imagens das marcas naturais (Sazima, 1988;
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Miranda et al., 2005; Courtois et al., 2012). Contudo, a identificacdo visual das imagens
pode ser dificil, trabalhosa e lenta, além de tender a erros e, desse modo, requer
treinamento do observador (Ribeiro, 2009; Souza, 2010). Com o avango da tecnologia,
programas que reconhecem padrdes em imagens foram desenvolvidos e estes podem
ser utilizados em associacédo ao MIF (Kenyon et al., 2009), de modo a minimizar erros
na identificacdo dos animais. Esses programas sao considerados confiaveis e possuem
alta precisdo de reconhecimento, diminuindo o tempo que seria necessario para
comparar visualmente as imagens das marcas naturais (Kenyon et al., 2009).

O Brasil é o pais com a maior diversidade de anfibios, com mais de 940
espécies registradas, a maioria anuros (Segalla et al., 2012). Aproximadamente 38%
dos integrantes da ordem Anura registradas atualmente no Brasil pertencem a familia
Hylidae, animais popularmente conhecidos como pererecas (Segalla et al., 2012).
Phyllomedusa azurea Cope, 1862 € uma perereca que possui habito noturno e
arboricola (Caramaschi e Cruz, 2002; Freitas et al., 2008; Uetanabaro et al., 2008).
Pocas e lagoas temporarias em areas abertas, com predominio de vegetacéo herbacea
e arbdrea, sdo utilizadas como sitio reprodutivo pela espécie (Norman, 1994; Prado et

al., 2005; Freitas et al., 2008).

No Brasil, P. azurea tem ocorréncia conhecida para o Pantanal e Cerrado, nos
Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias, Minas Gerais e Sao
Paulo, bem como no Distrito Federal (Caramaschi, 2006; Prado et al., 2008). Também
foi registrada na transicdo do Cerrado com Floresta Amazonica, em Rondbnia e em

area de Mata Atlantica, em Santa Catarina (Calderon et a., 2009; Lucas et al., 2010).
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Sua distribuicdo também inclui as regides de Chaco no leste da Bolivia, Paraguai e

Norte da Argentina (Caramaschi, 2006).

Phyllomedusa azurea apresenta coloragéo verde no dorso (que varia de tons mais
escuros a mais claros, dependendo da cor do substrato que se encontra) e 0 seu
ventre € branco/creme. As laterais de seu corpo e parte interna de seus membros
apresentam barras verticais escuras que contrastam com um fundo vermelho-

alaranjado (Caramaschi, 2006; Uetanabaro et al., 2008; Lucas et al., 2010).

Ainda sao escassos 0s estudos populacionais com anfibios no Brasil (e.g., Biavatti,
2006; Hiert, 2008; Vaconsellos e Coli, 2009). Para Phyllomedusa azurea ndo ha
registros desse tipo de estudo, inclusive ainda sé&o deficientes os dados quanto ao seu
status de conservacao (IUCN, 2013). Este trabalho teve como objetivo quantificar os
parametros populacionais (sobrevivéncia aparente e probabilidade de captura) de
Phyllomedusa azurea ao longo de um periodo reprodutivo da espécie no Municipio de

Bonito, Mato Grosso do Sul.

Material e Métodos

O presente estudo foi desenvolvido em uma propriedade particular, denominada
Estancia Mimosa Ecoturismo, no Municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul
(20.981469°S, 56.515680°W, datum WGS 84). A area esta localizada a 26 km ao norte
da cidade de Bonito e esta inserida no Planalto da Bodoquena, na regido sudoeste do
Estado, borda da porcao sul do Pantanal (Fig. 1). A Serra da Bodoquena esta sob
influéncia do Cerrado e suas variagdes (cerradao, campo cerrado e campo limpo), bem

6
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como de florestas estacionais (Uetanabaro et al., 2008). Nos meses de verao, o clima
da regido é quente e umido e no inverno é frio e seco (Uetanabaro et al., 2008). A
maior incidéncia de chuvas ocorre entre outubro e abril, e 0s meses de maio a
setembro sdo marcados por periodo de seca (Rodrigues et al., 2003; Uetanabaro et al.,
2007). A temperatura média anual varia de 20 a 22 °C e a precipitacdo média anual

oscila entre 1.300m e 1.700 mm (Rodrigues et al., 2003).

A area da propriedade em que o estudo foi desenvolvido delimita-se ao sul pelo Rio
Mimoso e apresenta uma série de lagoas temporarias, a maioria delas artificiais,
formadas com a finalidade de conter as aguas das chuvas e estocar agua para o gado.
Essas lagoas tempordrias sao habitats comuns de P. azurea na regido (Rodrigues et
al., 2007). Amostramos duas lagoas temporarias na area (Fig. 2). A lagoa 1
(20.969928°S, 56.514236°W, datum WGS 84) apresenta circunferéncia de
aproximadamente 50 m e esta circundada por cerca de cinco lagoas temporarias. A
lagoa 2 (20.972944°S, 56.516081°W, datum WGS 84) apresenta circunferéncia de
aproximadamente 35 m e esta isolada das demais lagoas; o corpo d’agua mais préoximo
€ um corrego, localizado a uma distancia de aproximadamente 220 m. A distancia entre
a lagoa 1 e lagoa 2 é de 385 m. Os dois corpos d’agua amostrados apresentam
conexdo com mata estacional. Lagoas conectadas a mata sao propicias para o
encontro de P. azurea, uma vez que muitos dos individuos da espécie permanecem na
mata durante o dia e se deslocam para as lagoas no periodo noturno (Uetanabaro et
al., 2008). Entre as duas lagoas amostradas encontra-se a principal via que da acesso

a sede da fazenda (Fig. 2).
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149  Fig. 1 - Localizacdo da area de estudo (Estancia Mimosa Ecoturismo), Municipio de

150  Bonito, Mato Grosso do Sul e altitude (m). Fonte: Weber et al., 2004.
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Fig. 2 - Lagoas temporarias amostradas no presente estudo, na regido da Serra da

Bodoquena, Municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul. A) Imagem de satélite em que
as duas lagoas estao circuladas em vermelho (altura 1.20 km); L1 =lagoa 1, L2 = lagoa
2. Fonte: Google Earth; B) Imagem da lagoa 1; C) Imagem da lagoa 2. Fotos: S. B.

Rocha.
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Antes de iniciar as coletas dos dados de marcacéo e recaptura, fizemos um
estudo piloto em setembro 2012, de modo a testar a eficacia dos programas que
auxiliam no reconhecimento dos individuos recapturados. Coletamos 36 individuos de
P. azurea em diferentes lagoas na area de estudo e avaliamos diversos programas que
reconhecem padrdes em imagens, tal como o 135S (sigla em inglés para Interactive
Individual Identification System) em suas trés versoes, 13S Manta, 13S Contour e 13S
Classic (3.0, Hartog e Reijns, 2011) e Wild-ID (Java 1.5, Bolger et al., 2012). Elegemos
0 programa que se mostrou mais adequado para o tipo de padrdo de manchas da
espécie estudada e que apresentou menor taxa de erro no reconhecimento dos

animais.

Os dados de marcacéao e recaptura foram obtidos em intervalos de
aproximadamente 20 dias, entre outubro 2012 e marco 2013, meses de atividade
reprodutiva de P. azurea (Rodrigues et al., 2007). As duas lagoas amostradas (Fig. 2)
sdo utilizadas como sitio reprodutivo pela espécie. Amostramos uma lagoa por noite e
ao final das coletas, obtivemos sete amostras de cada lagoa, ao longo de seis meses

de amostragem.

O método de amostragem utilizado foi o de busca ativa visual no periodo
noturno, por dois pesquisadores, entre 2000 h e 2200 h. Este intervalo foi selecionado
por compreender o horario de maior atividade da espécie (Feitas et al., 2008). Durante
a busca ativa, percorremos um transecto na extensdo marginal da lagoa (ndo nos
guidavamos pela vocalizacéo dos individuos, assegurando que machos e fémeas do
local tivessem a mesma chance de serem detectados). Capturamos os individuos

adultos manualmente e os acondicionamos em sacos plasticos umedecidos e,
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posteriormente, 0s levamos a estacao de trabalho instalada na area de estudo, para
registro de suas informacdes e marcacédo individual. Registramos o niumero de juvenis
capturados nas lagoas, de modo a verificar a sua abundancia ao longo dos meses. N&o

individualizamos os juvenis, pelo fato de suas marcas naturais ndo estarem formadas.

A individualizagédo dos adultos de P. azurea foi feita por meio de fotografia dos
flancos dos individuos, onde se encontram as suas marcas naturais (Fig. 3). As
imagens foram capturadas com uma camera fotografica digital HX1 Sony, resolucéo
9.1 megapixel. De modo a evitar um erro comum cometido em estudos que utilizam o
MIF, relativo a qualidade da imagem, luminosidade, a estabilidade do angulo
(Bensemer e Beneti, 2008; Ribeiro, 2009; Yoshizaki et al., 2009), padronizamos a
forma de captura das imagens, para todos os individuos. Montamos um suporte para
0s animais, no qual sdo mantidos os seus membros dianteiros e traseiros imobilizados
por um barbante, visando minimizar o movimento do individuo durante a captura das
imagens de seus flancos. Para garantir boa luminosidade nas imagens, utilizamos uma
tenda difusora de luz (40 x 40 x 40 cm) e duas luminarias com lampadas fluorescentes,
de modo que uma luminaria ficasse posicionada acima e outra ao fundo da tenda. Para
obter imagens detalhadas das marcas naturais e minimizar distor¢des, fotografamos os
individuos a uma distancia de 3 cm da camera, com tripé sempre posicionado a uma
altura de 18,5 cm. Para evitar erros na identificagdo dos animais, capturamos diversas
imagens do mesmo individuo: flanco direito e esquerdo, e também imagens do dorso e

ventre.

De modo a evitar a desidratacao do individuo ao ser fotografado, utilizamos um
conta-gotas (1 mL) para umedecer a superficie do corpo do animal. A captura de
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imagem de cada individuo durou em torno de um minuto. Depois de fotografado,
mensuramos 0 comprimento rostro-cloacal (Paquimetro precisdo de 0.05 mm, Profield)
e massa corporea de cada individuo (Balanca 10g precisédo de 0.1g, Pesola). A
sexagem deu-se por meio da observacao de algumas caracteristicas como calosidade
nupcial, evidentes nos machos em época reprodutiva, tamanho e massa corpérea, que
apresenta maior valor nas fémeas (Caramaschi, 2006; Freitas et al., 2008; Luna et al.,
2012). Apés a individualizacéo, fizemos a soltura dos animais nas mesmas lagoas em
gue foram capturados. Derivado desse procedimento, obtivemos um banco de dados e
imagens de cada individuo. Utilizamos em nossas anélises somente as imagens do
flanco direito dos individuos. O reconhecimento dos anuros recapturados foi feito com o
auxilio do programa Wild-ID (Java 1.5, Bolger et al., 2012). Esse programa compara as
imagens e apresenta ao usuario do programa 20 pares de imagens mais semelhantes,
para confirmacgdao visual pelo usuario (Caorsi et al., 2012). De acordo com o capitulo 1
(presente estudo), as marcas naturais dos flancos de P. azurea nao se alteram ao
longo do tempo e o MIF ¢é eficaz para individualizacdo da espécie na regiao estudada.
Ao final das coletas, realizamos 14 horas/homem de busca ativa por lagoa. Em
cada noite de amostragem registramos a temperatura do ar e a umidade relativa
(Termo-higrometro digital preciséo 0,1%, Incoterm). Obtivemos os valores de
precipitacdo na area de estudo ao longo de todo o periodo de amostragem (dados
fornecidos por Estancia Mimosa Ecoturismo). Consideramos em nosso estudo a

precipitacdo acumulada de sete dias que antecederam as coletas de dados.
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Fig. 3 - Adulto de Phyllomedusa azurea em movimento, com as marcas naturais do
flanco direito a mostra, as quais foram utilizadas para individualizacédo da espécie. Foto:

S. B. Rocha.

Os dados de marcacéao e recaptura (historico de captura dos individuos) foram
utilizados para estimar os parametros sobrevivéncia aparente (¢) e probabilidade de
captura (p). Utilizamos o modelo de Cormack-Jolly-Seber (CJS) para populactes
animais abertas. A estimativa de sobrevivéncia do modelo CJS, implica em um valor
aparente quando a emigracéo difere de zero (Converse et al., 2005; Martins e Souza,
2009). Com a saida dos individuos da area estudada, a sobrevivéncia estimada
(aparente) pode ser interpretada como a permanéncia dos individuos na area durante o
periodo de estudo.

Consideramos as populacdes de P. azurea do presente estudo como abertas,
pois esse modelo admite que durante todo o periodo de amostragem ocorra
nascimentos, mortes, emigracdes e imigragcdes (Heyer et al., 1994; Fernandez, 1995).

Optamos pelo uso desse modelo uma vez que ndo pudemos controlar a entrada/saida
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dos individuos da lagoa e tivemos baixas taxas de recaptura dos individuos (o que
sugere a entrada constante de novos individuos nas &reas de amostragem).

O modelo CJS é baseado nos seguintes pressupostos: (1) todo animal marcado
tem a mesma probabilidade de recaptura durante a amostragem, (2) todo animal
marcado tem a mesma probabilidade de sobrevivéncia entre um periodo e outro de
amostragem; (3) marcacdes nao sao perdidas e (4) os periodos de amostragem sao
rapidos comparados ao intervalo entre eles (Pollock, 1991; Vasconsellos e Colli, 2009).

Os parametros demograficos verificados a partir do modelo CJS foram
calculados com o auxilio do programa MARK 6.2 (White e Burnhan, 1999). Esse
programa permite a analise dos pardmetros demogréficos e suas variancias sob a
influéncia de diferentes covariaveis, tal como sexo (Converse et al. 2005, Martins e
Souza, 2009).

Consideramos somente 0os machos em nossas analises, uma vez que apenas 0s
individuos deste sexo foram recapturados e representaram 80% dos individuos
capturados nas lagoas. De modo a obter independéncia das amostras e um melhor
ajuste do modelo a variacao dos dados, os indices foram estimados considerando-se
as sessoes de capturas como mensais (Hiert, 2008), sendo sete amostras. O tamanho
populacional ndo foi estimado uma vez que 0 nosso delineamento amostral e os
nossos dados néo foram apropriados para essa tarefa.

Da rotina CJS, foram construidos modelos iniciais, onde “(local*tempo)” indica
gue os parametros populacionais estimados (¢ ou p) variam com a interacdo do local e
do tempo, e “(.)” esta relacionado com um modelo onde os parametros populacionais

nao variam com a influéncia das covariaveis. Nos modelos gerados, o “local” indica a
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diferenga do parametro nas duas areas amostradas (lagoa 1 e 2) e o “tempo” indica a

variacdo do parametro ao longo das amostragens.

Partindo do pressuposto que as premissas 3 e 4 do modelo CJS néo foram
violadas neste estudo, testamos as premissas 1 e 2 por meio do teste de aderéncia
“‘goodness-of-fit”, GOF (Programa RELEASE, TEST 2 e TEST 3), de modo a ajustar
nossos dados. O TEST 2 avalia o ajuste dos dados ao primeiro pressuposto do modelo
CJS e 0 TEST 3 ao segundo pressuposto do modelo (Cooch e White, 2007). Contudo,
s6 é possivel realizar o TEST 3 quando os dados apresentam ao menos 5 ocasifes de
recaptura (Cooch e White, 2007) e os nossos dados apresentaram apenas 2 ocasifes

de recaptura. Logo, nao obtivemos um resultado para o TEST 3.

Para quantificar a sobredispersédo dos dados (medida de variagédo extra-
binomial), estimamos o fator de inflagéo de variancia (c-hat), a mediana c-hat, para o
modelo com mais parametros. Selecionamos o melhor modelo populacional de acordo
com o Critério de Informacédo de Akaike, AIC — “Akaike Information Criterium”
(Converse et al., 2005) corrigido para o tamanho de amostra pequena (AlCc), um
critério para a escolha do modelo mais parcimonioso que melhor explica a variacao dos

dados com o menor nimero de parametros (White e Burnham, 1999).

Fizemos um ajuste de c-hat nos valores AlCc, convertendo-a em Quasi-AlCc
(QAICc). Considerando a incerteza entre os melhores modelos gerados apds ajuste de
c-hat, utilizamos a média dos modelos (“model averaging”), de modo a obter as

estimativas dos parametros.
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Resultados

Ao todo, capturamos e individualizamos nas duas lagoas 177 individuos de
Phyllomedusa azurea, sendo 29 fémeas e 148 machos. Recapturamos apenas 20
destes individuos, todos machos. Na lagoa 1, capturamos um maior nimero de
individuos (n = 102) e recapturamos 8 deles. Na lagoa 2 capturamos menos individuos
(n =75), contudo 12 deles foram recapturados. Observamos um viés voltado aos
machos na razéo sexual (5,1 machos : 1 fémea). Nao detectamos o deslocamento dos

individuos entre a lagoa 1 e a lagoa 2.

A precipitacdo acumulada na area de estudo entre os meses de outubro 2012 a
marco 2013, foi em média 29 mm, variando de 0 mm (inicio de dezembro 2012) a 86
mm (marc¢o 2013). A umidade relativa e a temperatura do ar registrada nas lagoas
durante as coletas se mantiveram estaveis durante o periodo reprodutivo da espécie. A
umidade relativa foi em média 86% (£ 6.9 dp). A temperatura do ar em média foi 23 °C
(variando de 21 a 25 °C). A figura 4 demonstra a precipitacdo acumulada e a

temperatura média no periodo noturno entre os meses de outubro 2012 e margo 2013.

Verificamos uma maior abundancia de individuos adultos de P. azurea em
dezembro 2012. No inicio de dezembro observamos maior abundéancia de machos (n =
63), mesmo nao registrando chuva nesse periodo. No final de dezembro, registramos
maior abundancia de fémeas (n = 14). Observamos maior niamero de individuos juvenis
em marc¢o 2013 (n = 28). A Figura 5 apresenta o numero de individuos capturados ao
longo das coletas, diferenciando machos, fémeas e juvenis de P. azurea, durante um

periodo reprodutivo da espécie.
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Os machos apresentaram atividade de vocalizacdo de setembro 2012 a marco
2013, enquanto as fémeas ndo foram registradas no inicio (setembro 2012) e no fim
(margo 2013) do periodo reprodutivo. Conforme mencionado, em setembro 2012
realizamos um estudo piloto na area e capturamos o maximo de individuos possiveis,
de modo a testar a eficacia de diferentes programas de reconhecimento de imagens;
contudo, nesse periodo s6 encontramos individuos machos nas lagoas da regido. Uma
vez que em setembro ainda ndo haviamos iniciado a coleta dos dados de captura e

recaptura, este periodo ndo se encontra na figura 5.

Ao longo do periodo de acompanhamento populacional nas duas lagoas, a
maioria dos individuos foram recapturados apenas uma vez (16 individuos) e os
demais foram recapturados duas vezes (quatro individuos). Ao longo das sete

amostras, a taxa média de recaptura nas duas lagoas foi 25%, variando de 8 a 50%

(Fig. 5).

A massa corpérea dos machos variou de 1.5 a 3.9 g (2.55 + 0.44 dp), enquanto
gue a das fémeas oscilou de 2.7 a 5.5 g (3.64 + 0.64 dp). O comprimento corporal dos
machos apresentou menores valores que o das fémeas, variando de 30 a 41 mm
(36.17 £ 2.21 dp), j& o comprimento das fémeas variou de 35 a 47 mm (41.03 £ 2.44

dp) (Tabela 1).
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Fig. 4 - Distribuicdo das variaveis climaticas na area de estudo, no Municipio de Bonito,

Mato Grosso do Sul, de outubro 2012 a marco 2013. Barras brancas mostram a

temperatura média obtida durante as coletas; linha preta demonstra a precipitacédo

acumulada de sete dias que antecederam a data das coletas. Fonte: Estancia Mimosa

Ecoturismo.
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cada categoria (machos, fémeas e juvenis) encontrados nas duas lagoas estudados no
Municipio de Bonito/MS, durante o periodo de outubro 2012 a marco 2013. Os valores

acima das barras indicam a porcentagem de individuos recapturados em cada ocasiao.
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Tabela 1. Medidas morfométricas de individuos adultos (machos e fémeas) de
Phyllomedusa azurea, no Municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul. n = niumero de
individuos amostrados. dp = desvio padrdo; MC = massa corporal, apresentada em

gramas (g); CRC = comprimento rostro-cloacal, apresentada em milimetros (mm).

Medidas
Phyllomedusa azurea (n = 177)
morfométricas

Machos (n = 148) Fémeas (n = 29)
media + dp min - max media + dp min - max
MC 255+044 15-3.9 3.64 +0.64 2.7-55
CRC 36.17+£2.21 30-41 41.03 £ 2.44 35-47

N&o houve indicios de alteracdo nas marcas naturais dos individuos, como
também nao houve vestigios de qualquer tipo de ferimento nos animais apos o
processo de individualizacdo. A variabilidade das marcas dos flancos dos individuos
proporcionou a identificacdo inconfundivel dos animais. Contudo, alguns individuos
apresentaram padrées de manchas similares e, desse modo, foi hecessario consultar
as outras imagens das marcas haturais do individuo (como por exemplo as manchas

presentes no flanco do lado esquerdo) para confirmar a identificacao.

Por meio do histérico de captura dos individuos, 16 modelos iniciais foram
gerados, os quais indicam o local (lagoas) e o tempo (variagdo mensal), e a interacao
entre local e tempo, como covariaveis que podem influenciar na sobrevivéncia aparente

e na probabilidade de captura dos individuos. Apés ajustes dos modelos, elegemos os
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melhores utilizando os critérios de selegdo: modelos com valores de AQAICc < 4 (Hiert,
2008) e com somatérios de pesos AICc em 0.90 (Burhan e Andreson, 2002). Seguindo
esses critérios, trés modelos foram melhores que os demais candidatos. A Tabela 2
apresenta os resultados da selecdo de modelos para efeitos de covaridveis local e
tempo.

Dentre os trés melhores modelos (modelos 1, 2, 3 da tabela 2), dois contém o
local como covariavel importante na sobrevivéncia aparente dos individuos. Ao passo
gue um modelo contém a covariavel tempo influenciando na probabilidade de captura
dos individuos, e os outros dois modelos contém a interacéo entre local e tempo como
covariaveis que influenciam na captura dos animais (Tabela 2).

Os dois primeiros modelos contribuiram em 76% do peso QAICc e ambos
contém as covariaveis local e tempo influenciando na probabilidade de captura dos
individuos. A Unica diferenga entre os dois melhores modelos foi o efeito do local na
sobrevivéncia aparente, com o melhor modelo sugerindo diferenga na sobrevivéncia
dos individuos entre as duas lagoas amostradas.

Uma vez que dois dos trés modelos de topo contém o local influenciando na
sobrevivéncia aparente dos individuos (¢), apresentamos na tabela 3 os resultados
deste parametro para as duas lagoas. Ao passo que a probabilidade de captura (p) foi
influenciada pelo tempo e local, sendo assim, apresentamos os resultados deste
parametro para as duas lagoas, bem como entre os intervalos de amostragem.

As estimativas dos parametros (£ erro padréo) apresentados na tabela 3
demonstram que a sobrevivéncia aparente mensal para machos de P. azurea foi maior

na lagoa 2, com 41% (0.41 + 0.05), do que na lagoa 1, com 23% (0.23 + 0.06).
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A probabilidade de captura dos machos da lagoa 1 foi estimada, em média, em
39%, com oscilacao de 14% (0.14 £ 0.12) a 79% (0.79 £ 0.04). Para a lagoa 2, a taxa
de captura dos individuos machos foi estimada, em média, em 52%, contudo houve

uma maior variacéo, de 1% (0.01 + 0.01) a 99% (0.99 + 0.01) (Tabela 3).
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Tabela 2. Resultados da selecdo de modelo para efeitos de co-variaveis (local e tempo) em probabilidades mensais de

sobrevivéncia aparente (@) e de captura (p) para a populagdo de machos de Phyllomedusa azurea no Municipio de

Bonito, Mato Grosso do Sul, ao longo de um periodo reprodutivo da espécie (outubro 2012 a margo 2013). Estatistica de

selecao de modelo: Quasi- Critério de Informacgéo de Akaike corrigido para pequenas amostras (QAICc), diferenca entre

0 modelo em questao e o melhor modelo (AQAICc), peso do modelo Akaike (Peso QAICc), verossimilhanca do modelo

(Verossim. do modelo), nimero de parametros no modelo (N. Par) e Quasi-desvio (Qdesvio; estatistica “goodness-of-fit”’

para o modelo). Local = lagoas. Valor c-hat para ajuste = 0.80.

Peso Verossim. do
Modelo QAICc AQAICc N. Par. Qdesvio
QAICc modelo
1 ¢(local) p(local*tempo) 196.62 0 0.55 1 9 11.12
2  o(.) p(local*tempo) 198.45 1.86 0.21 0.39 9 12.95
3  @(local) p(tempo) 199.31 2.69 0.14 0.25 6 20.44
4  @(local*tempo) p(local*tempo) 200.86 4.24 0.06 0.11 12 8.49
5 @(tempo) p(local*tempo) 204.16 7.54 0.01 0.02 12 11.79

23



391

392

393

Tabela 2. Continuacao.

10

11

12

13

14

15

16

¢(local*tempo) p(tempo)
¢(.) p(tempo)
¢(tempo)* p(tempo)
o(local) p(.)

o(local) p(local)
¢(tempo) p(local)

(.) p(local)

¢(tempo) p(.)
¢(local*tempo) p(local)
®(.) p()
¢(local*tempo) p(.)

206.49

206.91

209.04

215.32

217.29

218.08

218.34

218.37

219.39

221.18

221.18

9.87

10.29

12.42

18.70

20.67

21.46

21.72

21.75

22.77

24.56

25.09

13

11

12

77.76

28.04

23.55

42.82

42.69

37.03

45.84

39.49

29.34

50.76

29.34
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Tabela 3. Estimativas de sobrevivéncia aparente (@) e probabilidade de captura (p)
obtidas por meio da média dos modelos (“model averaging”) para os trés melhores
modelos da tabela 2. Estimativas dos parametros (+ erro padrdo). Duas estimativas de
sobrevivéncia aparente sao fornecidas para os individuos machos da lagoa 1 e lagoa 2.
Seis estimativas de probabilidade de captura sdo apresentadas para os individuos
machos das duas lagoas. p2...p7 = probabilidade de captura dos individuos nos

intervalos de amostragem.

Sobrevivéncia aparente (o) Lagoal Lagoa 2
0.23 (0.06) 0.41 (0.05)
Probabilidade de captura (p)
p2 0.37 (0.31) 0.45 (0.20)
p3 0.15 (0.01) 0.99 (0.01)
p4 0.61 (0.33) 0.16 (0.08)
p5 0.14 (0.12) 0.01 (0.01)
p6 0.79 (0.04) 0.99 (0.01)
p7 0.28 (0.25) 0.56 (0.43)

Discussao

Neste estudo, verificamos diferenca na abundéancia de individuos capturados
entre as duas lagoas temporarias. Na lagoa 1, capturamos um maior numero de
individuos do que na lagoa 2. Por se tratar de ambientes distintos e nao conectados, é

esperado encontrar diferenca na abundancia de individuos entre os ambientes.
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Segundo Neckel-Oliveira e Gascon (2006), a diferenca na abundancia de individuos em
uma determinada area pode estar relacionada a preservagédo dos ambientes. Contudo,
no presente estudo ndo quantificamos as variaveis ambientais das lagoas para
determinar niveis de preservacao ambiental, visto que ndo era este o objetivo do
estudo. Desse modo, sugerimos que futuras pesquisas sejam desenvolvidas em nivel
de paisagem, de modo a verificar a influéncia das caracteristicas do ambiente na

abundancia de individuos de P. azurea nos sitios reprodutivos.

A razdo sexual foi desviada para machos nas duas lagoas estudadas. A
predominancia de machos nas populacdes ja foi registrada em estudo com a mesma
espécie (Freitas et al., 2008; Rodrigues et al., 2007; Costa et al., 2010), bem como com
outras espécies do género (P. tarsius ver Neckel-Oliveira e Gascon, 2006; P.
megacephala ver Oliveira et al., 2012). Observamos também uma diferenca quanto ao
comprimento e massa corporal dos machos e fémeas, sendo as fémeas maiores e
mais pesadas, 0 que corresponde ao padrdo observado para a espécie (Caramaschi,

2006; Rodrigues et al., 2007; Freitas et al., 2008).

Segundo Shine (1979), em 90% das espécies de anuros, as fémeas sdo maiores
gue os machos. Diversos fatores podem ser responsaveis por esse fenébmeno, tal como
a capacidade de fémeas maiores produzirem um maior nimero de 0OvOS e 0OVOS
maiores, taxa de mortalidade causada pela alta pressdo de predacdo em machos
maiores, restricdo no crescimento dos machos devido a demanda de energia no
periodo reprodutivo com defesa de territdrio, embates fisicos e vocalizagcdo (Shine,

1979; Wollbright, 1989; Rodrigues et al., 2007; Freitas et al., 2008).
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A temperatura e precipitacao sdo fatores abioticos que interferem na atividade
reprodutiva de anuros neotropicais (Duellman e Trueb, 1994; Prado et al., 2005; Freitas
et al., 2008; Hiert e Moura, 2010). Apesar de verificarmos uma oscilagéo na
precipitacdo da area de estudo, observamos estabilidade na temperatura e umidade
relativa obtida durante as coletas. Dessa forma, mesmo registrando uma baixa
precipitagdo acumulada em dezembro 2012, observamos uma maior abundancia de
individuos nesse periodo, de modo similar ao verificado por Rodrigues et al. (2007). O
fato de registrarmos somente os machos no inicio do periodo reprodutivo (setembro
2012) e posteriormente a chegada das fémeas nas lagoas (outubro 2012) demonstra a
chegada assincronica entre machos e fémeas no sitio reprodutivo. Esse mesmo padréo
de atividade reprodutiva ja foi observado por Rodrigues et al. (2007), em estudo com P.
azurea na Serra da Bodoquena. A reproducéo da espécie por mais de trés meses
consecutivos (setembro 2012 a mar¢o 2013), a chegada assincrénica de fémeas nos
sitios reprodutivos e a defesa de territorio por machos, inclusive com embates fisicos,
esta de acordo com a definicdo de P. azurea como uma espécie de reproducao

prolongada (Prado et al., 2005).

A probabilidade de captura dos individuos machos variou ao longo do periodo
reprodutivo e diferiu entre as duas lagoas. A variacdo ao longo dos meses é esperada,
uma vez que verificamos uma oscilagdo na abundéancia dos individuos ao longo do
periodo reprodutivo (ver Fig. 5). A menor probabilidade de captura estimada na lagoa 1,

pode estar relacionada a menor recaptura neste local.

Apesar de poucos estudos descreverem a probabilidade de captura de

populacfes de anfibios, os valores deste parametro para as populacdes de P. azurea
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(39% e 52%) avaliadas no presente estudo, sado préximos aos estimados em outros
estudos com anfibios. Hiert (2008), em estudo com o anuro Hypsiboas leptolineatus,
estimou a sua probabilidade de captura em 56% ao longo de 11 meses de
acompanhamento populacional. Funk et al. (2003), ao estudarem quatro espécies de
Eleuterodactylus ao longo de cinco anos, estimaram a probabilidade de captura das
espécies entre 24 a 48%. Em estudo desenvolvido com salamandras, ao longo de trés
anos, Bailey et al. (2004) estimaram sua capturabilidade em 30%. Diante desses
estudos, verificamos que a probabilidade de captura dos individuos da populacédo de P.

azurea esta de acordo com os demais resultados encontrados.

O parametro sobrevivéncia aparente estimado para os machos de P. azurea
variou entre as lagoas, sendo a lagoa 2 o local com maior valor deste parametro.
Possivelmente a maior permanéncia dos individuos na lagoa 2 estéa relacionada ao
isolamento desta lagoa. Diferentemente da lagoa 1 que esta circundada por cerca de 5
lagoas temporarias, a lagoa 2 ndo apresenta lagoa temporaria em seu entorno. Dessa
forma, possivelmente este fato pode estar relacionado ao deslocamento dos individuos
entre os corpos d’agua no periodo reprodutivo, em busca de maior nimero/melhores

locais de reproducédo (Marsh et al., 1999; Neckel-Oliveira e Gascon, 2006).

Os resultados de nosso estudo, onde a sobrevivéncia aparente dos machos
variou entre 23% e 41%, esta incluso na variacao de valores de sobrevivéncia ja
estimados para outras espécies de anfibios, que variam de 6% a 70% (Funk e Mills,
2003; Measey et al., 2003; Hiert, 2008). A sobrevivéncia do anuro Hypsiboas
leptolineatus foi estimada entre 6% a 53% (Hiert, 2008). Para Anomaloglossus

stepheni, Funk e Mills (2003) estimaram a sua sobrevivéncia média em 60%. Measey e
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colaboradores (2003) apresentam a taxa de sobrevivéncia para a espécie de

Gymnophiona Gegeneophis ramaswamii em 30% e 70%.

O método de marcacao e recaptura € um importante meio para o
desenvolvimento de estudos que buscam uma compreensao detalhada dos aspectos
de histdria natural, comportamento, ecologia dos anfibios, bem como para conservacao
das espécies (Phillott et al., 2007; Reisser et al., 2008). Verificamos que a identificacao
por meio das marcas naturais, com registro fotografico, € uma forma de
individualizag&o eficiente para estudos com Phyllomedusa azurea. Contudo,
ressaltamos que para o uso do MIF é necessario a obtencdo de imagens de boa
gualidade (iluminacao, nitidez), bem como a captura de mais de uma imagem das
marcas haturais do animal (e.g. dos dois flancos). Tais cuidados sdo essenciais para

evitar possiveis erros de identificacéo.

Sugerimos que futuros estudos populacionais sejam desenvolvidos com a
espécie, em maior escala temporal (ao longo dos anos) e espacial (de paisagem), de
modo a gerar informacgdes robustas sobre os parametros populacionais da espécie,
bem como verificar caracteristicas do ambiente capazes de influenciar na variacao

destes parametros.
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an outlet for scientific work that is data-driven but of more limited scope or depth than regular
manuscripts. If you are submitting a shorter communication (under 4000 words), please
indicate that in your cover letter. However, we no longer use a different format for printed
articles of different lengths. Consult the editors before submitting a manuscript longer than
6000 words.

In preparing your manuscript:

¢ Use the active voice. Example “We studied...” not “... was studied”

Double-space the entire manuscript, including literature cited, figure legends, table

legends, and table contents

Provide 2.5 cm (1 inch) margins on all sides

Usel2 point font size

Number all manuscripts pages consecutively

Provide line numbering starting at the title page and continuing to the end of the

document

Left-justify the entire document

e Do not break words and hyphenate at the end of lines

o If you use bibliographic software to format the citations, remove the fields from the
submission copy (be sure to keep a copy of the original document containing the
fields for revision purposes)

e Use italics only for names of genera and species, and for appropriate headings as
indicated below. Do not use italics or bold-face for emphasis; instead, reword
sentences to provide appropriate emphasis

Manuscript Sections and Formatting

Manuscripts are usually arranged in the following order: 1. Title page (title, author's name,
author’s address); 2. Abstract (a second-language abstract may be added); 3. Key words
(no more than eight, not including words that appear in the title); 4. Text (with sections
described below); Literature cited; Appendices (not normally used); 5. Tables; 6. Figure
legends; and 7. Figures. Alternatively, Figures and Tables (complete with legends) may be
placed in the manuscript text, in the approximate place where they should appear in print.

Title Page.- The title page should include, in this order:

i “JOURNAL OF HERPETOLOGY”, centered
T The title, centered, which should be informative and concise
i The names of all authors, centered, is small caps. Use numbered superscripts

to distinguish author addresses. Do not leave a space between author name and
superscript. Use commas to separate author information, placing them outside any
superscripts. Example: REGINA SMITH"?, DON Q. DE LA. MANCHA, 1113, AND R. JAMES
JoNEs™
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i The addresses of all authors, left-justified, matching superscript numbers
above. Do not abbreviate states or provide postal codes. Do hame the country of
residence (example: Alaska, USA). If different, authors may indicate present
addresses. An e-mail address for the corresponding author is required, and e-mail
addresses for other authors are recommended. Example:

! Department of Herpetology, Japanese Museum of Natural History, Kyoto, Japan

2 Corresponding author. E-mail: Regina_S@JMNH.Sci

3 Department of Zoology, University of Nebraska, Lincoln, Nebraska, USA

* Present address: Departamento de Zoologia, Universidad de México, Puerto
Vallarta, Mexico

LRH (left running head). Spell out the name of a single author (example: Regina
Smith); Use initials and last name for two authors (example: R. Smith and R.
Weasley); Use “et al.” for more than two authors (example: R. Smith et al.)

i RRH (right running head). Provide an abbreviated title of no more than 50
characters, including the spaces between words. Example: if the full title is “Ecology
and Reproduction of the Timber Rattlesnake (Crotalus horridus) in Kansas”, the
abbreviated title might be “Ecology of timber rattlesnakes”

English-Language Abstract.- The abstract should begin on a new page and
summarize the major points of the paper clearly and concisely without requiring the
reader to refer to the text. It is limited to 250 words.

T The abstract heading should be indented and in small caps, followed by a period
and an em-dash (example: Abstract.— The Boreal Toad...)

Second-Language Abstract.- An additional abstract may be given just below the
mandatory English-language abstract. It should be an exact translation of the English
version and follow the same rules.
T The abstract heading should be indented and in small caps, followed by a period
and an em-dash. Use the equivalent word to “abstract” in the language chosen
(example: Resumen.— El sapo...)

Key Words.- Used for indexing the article in online databases, key words should be
placed on the same page as the abstract(s). Careful selection will improve the visibility of
your article.

i Up to eight key words may be used to identify major aspects of the manuscript,
such as the key methods, key variables, study locations, study organisms, or theory
addressed.

i Do not repeat words that appear in the title

i Key words should be listed in alphabetical order and separated by semicolons

t Only the initial word in each term should be capitalized, unless it is a formal name.
The phrase "Key words:" should be italicized, including the colon

Example: “Key words: Boreal Toad; Colorado; Disease; Survival; Temporary emigration”

Introduction.- The text should begin after the key words. Avoid unnecessary duplication
with material covered in the Discussion.
T Do not include a heading for this section
Other sections.- Be concise but clear.
T The title should be centered, in small caps, and each major word should begin with
a large capital letter. Example: Materials and Methods
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i
i

Secondary titles should be indented. Each major word should be capitalized and
italicized. Follow the title with a period and an em-dash. Example: “Study Sites.—”
In any italicized heading, scientific names of species should not be italicized so that
they stand out from other text. Example: “Analysis of paternity in Crotalus atrox”

Do not use footnotes in the text

When two Figures or Tables are cited, use a comma to separate numbers.
Example: “Figs. 6, 7; Tables 2, 3”

In-Text Citations.- Please read this section carefully, as errors in citation formats are
relatively common.

i
f

Do not bold, underline, or italicize text

Cite references in chronological order, using a semicolon to separate citations and a
comma to separate author names from dates. Example: “(Smith, 1975; Black,
1987)”

If there are multiple same-year references by the same author, list them as “(Smith,
2001a,b)”

Provide names for up to two authors “(Jones and Smith, 1987)”. For three or more
authors, spell out the name of the first author, followed by "et al." Example: “(Jones
et al., 1990)”

If there are multiple same-year references by an author with various coauthors, list
single-author references before those with a coauthor. List two-author references
first and multiple coauthors last. Example: “(Smith, 1998; Smith and Jones, 1998;
Smith et al., 1998)”

If there are multiple references by the same author and coauthor, or multiple
references with the same first author and two or more coauthors, list them in
chronological order regardless of the number of authors or their identity. Example:
“(Smith and Jones, 1848; Smith et al., 1856a,b; Smith and Brown, 1858)"

Limit citation strings to 3 or 4 of the most pertinent references

Papers accepted for publication should be cited as “(Smith, in press)” and placed in
the Literature Cited. Manuscripts which have not been accepted should be cited as
“(Smith, unpubl. data)” and should not be placed in the Literature Cited.
Unpublished observations should be cited as “(Potter, pers. obs.)” and should not
be placed in the Literature Cited

Non peer-reviewed sources such as meeting abstracts and most web sites should
be avoided if possible. However, dissertations and theses should be cited if the
information has not also appeared in refereed form

For all commercial software mentioned in the text, specify the version and source
Example: “(SPSS 13.0, IBM)”. For all commercial equipment provide the model and
manufacturer. Example: “HOBO U23 Pro v2 External Temperature Data Logger
(Onset Computer Corporation)”. Do not include either in the Literature Cited. For
non-commercial software such as Program MARK, provide a citation in the text (in
this case, White and Burnham, 1999) and in the Literature Cited

Peer-reviewed electronic resources should be cited in the same manner as paper-
based ones

Use WebCite® (a free service) to archive non-peer-reviewed web sites first. Enter
the URL you want to cite atwww.webcitation.org. The system will create a
"snapshot" of the webpage for future access. Cite as you would other sources.
Example: “(Smith and Brown, 2011)”

Whenever possible, place all citations at the end of the sentence rather than
interspersed with the text. Example: “Rattlesnakes are excellent subjects for
research in many areas of biology (Klauber, 1972; Schaeffer, 1996; Schaeffer et al.,
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1996; Beaupre and Duvall, 1998)”

Common and Scientific Names

Both common and scientific names vary in time and space. To maximize the ability of
readers to identify study organisms across the world and over time but allow authors
maximum flexibility in choosing their preferred authorities: 1

For each species, provide a full citation of the taxonomic authority in the Literature
Cited? If taxonomy has changed within the past decade, the former name of the
organism must be presented at the first use of the name (example:

“Aspidocelis (Cnemidophorus) sexlineatus”). Similarly, if your preferred taxonomic
hypothesis differs from that of other authors, make sure to include the more commonly
used name.

For standard names of North American species, follow Crother
(http://www.ssarherps.org/pdf/Crother.pdf) or Liner and Casas-Andreu (2008; Herp.
Circular 38, SSAR). Standard names for other species should follow an appropriate
regional reference if available. Standard names of all reptiles and amphibians should be
capitalized (example: Barking Treefrog)

Numbers

Always spell out a number used at the beginning of a sentence. Example: “Twenty

species...”
i Spell out all whole numbers less than 10, except as noted below
i Use Arabic numerals:

For numbers of 10 or greater

When the number is followed by a unit of measurement. Example: “9 mm”
When the number is a designator. Example: “Experiment 2”

When a range of values is given. Example: “2-3 scutes”

When numbers of 10 or more are compared to numbers less than 10 within a
sentence. Example: “The 7 frogs, 9 salamanders, and 20 lizards that we
collected...”

e For decimal values; if decimal value is less than one, use zero before decimal.
Example: “0.5”

i Use commas in numbers with four or more digits (example: 280, but 5,280)

f  Avoid excessive significant digits. Example: when measuring length with a ruler
where the smallest measurement unit is 1 mm, report mean values as “15.7 mm’
and standard deviation as “1.39 mm”

i Numbers or letters in a list should be fully enclosed in parentheses.
Example: “experiments (2), (3) and (4) failed; (1) did not”

i Geographic coordinates can be in any standard format, such as decimal
degrees or UTM


http://www.ssarherps.org/pdf/Crother.pdf

i Specify the datum for the geographic coordinates. Example: “datum WGS 84”

Measurement Unites and Abbreviations

Follow the International System of Units (SI) throughout. Abbreviations include:

Linear measurement: Millimeters = mm, Centimeters = cm, Meters = m, Kilometers =
km

Volume: Milliliters = mL, Liters = L

Mass: Grams = g, Kilograms = kg

Time: Seconds = s, Minutes = min, Hours = h, Days = d, Week = wk, Month = mo,
Years = yr.

For time of day, use 24-hour clock (example: 1300 h)

Date: use Day Month Year with no commas, spelling out the name of the month
Example: “7 May 2006”

Temperature: Celsius, with space after number and with a degree symbol before the
abbreviation for temperature scale. Example: “30 °C”

Statistical Abbreviations

Do not italicize Greek letters. Examples: a, X
i Italicize all other statistical symbols. Examples: r, r’, F,t (as in t-test)
i Sample size: lower case and italicized. Example: “n = 5”
i Mean or average: use “X” (capitalized and italicized) or spell out the word “mean”
i SD = standard deviation, SE = standard error, Cl = confidence interval; often
indicated as “+ 1 SD”, “+ 3 SE”, Cl = 2.32 — 4.68, etc.
i Degrees of freedom: not italicized. Example: “df = 798"
i Probability: capitalize and italicize. Example: “P = 0.003.” Provide the value, rather than
using “NS” or “P > 0.05.” Example: “P = 0.43”

Mathematical Signs and Sybols

Separate mathematical operators by spaces on both sides. Examples: “a = 0.05”; “P <
0.025”% “12 £ 0.02”

iSeparate a number from a symbol to indicate a mathematical operation. Example: “1 + 1
=2

Do not use a space between the “-“ and the “+” when indicating positive or negative
values. Examples: “-2 °C”, “+2 mm”

The symbols for “similar to” and "nearly equal to" are not followed by space. Examples:
“~127, “=24”
I Use “log” for log base x (e.g. log base 10 would be logi) and “In” for natural log

Other Common Abbreviations
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Standard abbreviations are listed below. Do not use other abbreviations without first
defining them in the text and be consistent in your use throughout the manuscript.

i ca. = "circa" or "around"; lower case, not italicized, followed by period

i cf. = "compare with"; lower case, not italicized, followed by period

i e.g., = "for example"; lower case, not italicized, period after each letter, followed
comma

i i.e., = "that is"; lower case, not italicized, period after each letter, followed by
comma

i N = chromosome number; capitalized, not italicized (different from sample size)

T SVL = snout—vent length; define this at first usage

i vs. = "versus"; can be abbreviated in lower case without italics, or can be
spelled out

i sp. nov. and gen. nov. = "new species" and "new genus"; lower case, no
comma before these terms

i “pers. com.” = “personal communication”

i Spell out full the names of North American states. Example: “Colorado”

i Capitalize and abbreviate the word "figure" (example: “Fig. 1”) except at the

beginning of a sentence

Dashes and Hyphenation

Use hyphen (dash) for modifiers and two-word phrases used as an adjective. Examples:
“20-ml syringe”, “24-hour clock”, “t-test results”, “life-history strategy”, but “20 ml of
water” or “the life history of bullfrogs”

- Do not hyphenate “Non” words. Example: “Nonparametric”

- Other common prefixes such as neo-, co-, re-, are not hyphenated except where
necessary to prevent misreading or ambiguity. Example: “relocated” means “moved
away”, but “re-located” is used to indicate that a radiotracked individual has been
found again

- Avoid using long hyphenated phrases as adjectives For example, avoid “We used
black, sticky-sloping-plastic-matting as substrate in the aquaria”

- Use commas to separate clauses, instead of hyphens. Example: “The town, which is
more of a village, is the nearest place to buy supplies.”

Other Common Word Usage

Modern word processors include both spellcheckers and grammar correction options, but
these are far from perfect. The list below contains some common problems and is far from
comprehensive.

- Affect vs. effect: “Affect” is usually used as a verb and means “to influence, or have an
effect on” whereas “effect” should be used as a noun that means an outcome or
result

- Because vs. since: “Because” usually means “for the reason that” whereas “since”
usually means “from a time in the past until now”

- Because of vs. due to: Do not use “due to” instead of “because of”

- Farther vs. further: “Farther” indicates a physical or measurable distance, whereas
“further” indicates a figurative distance, such as in advancing, elaborating, or
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developing an explanation or argument

- Infer vs. imply: “Infer” means to deduce or conclude; “imply” means to hint or suggest.

- That vs. which: Usually, "that" is used with restrictive clauses. Example: “The snakes
that we had captured” (the word “that” restricts the snakes being discussed to those
that we captured). "Which" is used with nonrestrictive clauses. Example: “The snakes
had all eaten frogs, which are common in the area” (the word “which” simply gives
additional information about the frogs being discussed)

- While vs. although and whereas: “While” means “at the same time”; “whereas” or
“although” should be used to indicate “in spite of” or “even though”

- Therefore vs. thus: “Therefore” usually means “as a consequence” or “for these
reasons” whereas “thus” usually means “in this way” or “in that way”

- Data: The word “data” should always be used to indicate the plural (the singular is
“datum”). Example: “The data are presented...”

- Comprised of: “comprised of’ means “to contain”. For example, “the whole comprises
its parts”. “Comprised of” should be avoided

- Different from is preferable to different than because it is consistent with how the word
“differ” is typically used. Example: “Method A differs from method B in that...”

Specimens

If the study involved collection of specimens, provide accession nhumbers in the text

iUse the Standard Symbolic Codes for Institutional Resource Collections in Herpetology
and Ichthyology (http://herpetologistsleague.org/dox/CollectAcronym-Sabaj10.pdf)
for museum abbreviations

For taxonomic papers, see additional specific comments below

Acknowledgments

The text ends with the acknowledgments section. Be as concise as possible.

g’. Example:

iUse a secondary heading. Spell “acknowledgments” with no “e” after
“Acknowledgments.—”

Use initials instead of first names for individuals. Example: “We thank H. Granger...”

iProvide the numbers of all collection, research, export, and import permits, as well as
Institutional Animal Care and Use Committee approval

Literature Cited Section

The Literature Cited is one the largest sources of errors. Carefully follow all format
instructions and examples below. Check a recent issue if anything remains unclear.

General instructions
T All references cited in the manuscript must appear in full in the Literature Cited
section, and all references in the Literature Cited section must be cited in the text of
the manuscript
i Do not include personal observations and unpublished manuscripts in this
section
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Double space the entire section

Do not bold, underline, or italicize text other than scientific names

Do not use manual line breaks or tabs. Use indents instead

Cite references in alphabetical order. Example: Jones comes before Smith

References cited in the text as “Smith 2001a,b” should be cited in the same
order here.

i Example: Smith 2001a precedes Smith 2001b

If there are multiple same-year references by an author with various coauthors, list
single-author references before those with a coauthor. List two-author references
first and multiple coauthors last. Example: Smith 1998 is first, followed by Smith
and Jones 1998, followed by Smith et al. 1998

If the same author collaborated with different coauthors during the same year, order
by the name of the junior authors. Example: Smith and Bell 1998 comes before
Smith and Jones 1998. Example: Smith, Bell, and Brown 2000 precedes Smith,
Bell, and Jones, 2000

If there are multiple “et al.” references by the same author, list them in chronological
order regardless of the number of authors or their identity. Example: Smith, Bell,
Zundermeier, and Jones 1848 comes before Smith, Abrams, and Bell 1856

Author names should be presented as “Smith, A.B.” or “Smith, A.B., Ill.” Spell out
all author surnames, even if they are repeated from a previous reference

Always insert a comma before the “and” that precedes the last author. Example:
“Smith, A.B., and J.F. Bell” or “Smith, A.B., R.Q. Zundermeier, and J.F. Bell”

Follow author names with the year of publication. Example: “Smith, A.B. 1769.” If
you are using a reprinted version, indicate this by listing both years. Example:
“Smith, A.B. 1769 [1996].” For articles that are accepted, state “In press” in place of
the year. Example: “Smith, A.B. In press”

Article in a print journal

i
i

Provide the names of journals in full. Do not present issue number. List complete
page numbers. Example: “Journal of Herpetology 32:246-257"

Example: Baird, T.A. 2004. Reproductive coloration in female collared

lizards, Crotaphytus collaris, stimulates courtship by males. Herpetologica 60:337—
348

Article in an on-line only journal

f
f

Follow the format above but also provide the URL for the article

Example: O’Donnell, R.P., and A.P. Rayburn. 2011. Biases in the protection of
peripheral anuran populations in the United States. Herpetological Conservation anc
Biology 6:91-

98.http://www.herpconbio.org/Volume 6/Issue 1/ODonnell Rayburn 2011.pdf

Chapter in a book

I
i

Book

f

Do not name the publication city. Provide the publication country.

Example: Smith, A.T. 1994. Systematics of frogs and toads. Pp. 52—-65 in J. Black
and M. Lee (Eds.), Systematics of Amphibians and Reptiles. University of Kansas
Press, USA

Do not provide the publication city. Do name the publication country
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T Example: Smith, A.T., and J. Jones. 1995. Physiology of Amphibians and Reptiles.
Kluwer, Netherlands

Thesis or dissertation
T Indicate the degree and university
T Example: Smith, A.T. 1991. Behavioral Ecology of Turtles. Ph.D. Dissertation,
Federal University of Sao Paulo, Brazil

Non-commercial software
t  Provide a named citation to the definitive description of the software
t  Example: for Program MARK: White, G.C., and K.P. Burnham. 1999. Program MARk
Survival estimation from populations of marked animals. Bird Study 46 Supplement::
138

Non peer-reviewed technical report
T Use only where unavoidable
I Example: USGS (United States Geological Survey). 1998. National water quality
assessment (NAWQA) program, water quality in the Ozark plateaus. Circular 1158

Non peer-reviewed print media
T Use only where unavoidable
T Example: Guam Economic Review. 1998. Statistical highlights. Guam Economic
Review 20:11-32

Online reference

T Use WebCite® (www.webcitation.org) to archive the web site. Provide the regular
citation, followed by the archival site provided by the service

f

Example: Frost, D.R. 2004. Amphibian species of the world: an online referenceAvailable
at http://research.amnh.org/herpetology/amphibia/index.html. Archived by

WebCite at http://www.webcitation.org/T8g8UVs14 on 4 July 2011
Appendices

Appendices follow the Literature Cited section. They are optional and should be used
sparingly. Appendices include detailed information not essential to the text but useful to
readers interested in specific methods, formulae, computer code, large data sets, or the
species examined in taxonomic papers. When used, the primary heading would be:
APPENDIX (numbered I, Il, lll as needed), followed by secondary headings as needed.

Tables

Tables are used to provide numerical information in a condensed form that does not
duplicate material listed in the text or displayed in Figures.
f  Table files MUST be .xIs or .doc, NOT a graphic format such as .pdf or .jpg. They
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f

may be uploaded as individual files or included in the main document file.

Use the same font size, double spacing, and abbreviations as elsewhere in the text
Each table should appear on a separate page. Tables should be numbered
consecutively using Arabic numeral that match references to them in the text.
Example: “TABLE 1.—" (note that this text is not indented)

The legend should be concise but sufficiently detailed so the table can be
understood without reference to the text. The legend should appear on the same
page and above the table

Do not use vertical lines

Only capitalize the initial letter of the first word is capitalized (e.g., “Average length”)
Do not use footnotes

fif a Table is too long to fit on a single page, continue it on additional pages as needed. At
the top of each such page, insert the text “Table xx, continued,” followed by an empty line.

Figures

Figures are used to provide numerical information in visual form without duplicating
material listed in the text or displayed in Tables.

f

Figure legends should be placed together, with three lines of space between each
legend, and before the actual figures. They should be numbered in Arabic numerals
in the order in which they are cited in the text. Each legend should be concise but
sufficiently detailed to be understood without reference to the text

Each heading should begin with the word “FIG” in small caps, followed by a period
and an em-dash. Example: “Fig. 1.—" (note that this text is not indented)

Use the same font size, double spacing, and abbreviations as elsewhere in the text
In preparing graphics, follow the guidelines below and those provided by Allen
Press(http://allenpress.com/system/files/pdfs/library/apmk digital art.pdf)

Figures with multiple parts should have each part labeled with a capital letters (A,
B, C, etc.) and all parts of the figure should be submitted on a single page and in a
single file

Figures may be black-and-white or color. Unless specifically waived, the cost of
printing color figures will be charged to the authors

Prepare Figures at high resolution (minimum requirements: grayscale or color
images at 300 dpi, line art at 1200 dpi)

Submit graphics and artwork at full page size (do not exceed 21.5 x 28 cm). Make
sure that it is sharp at the submission size. After reduction (usually to one or two
columns), lettering in printed figures should be 1.5-2.0 mm high and decimals
should be clearly visible. Authors will be charged for the extra work if the press has
to request better version in the typesetting stage

All axes of graphs should be labeled, with a larger font size used for major labels
than for minor or quantitative labels

Include a scale to indicate distance or size whenever appropriate

Do not use pictures taken from other sources without express permission. It is the
responsibility of the authors to ensure that all copyright issues have been
addressed. Please check a recent issue for additional examples.
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