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RESUMO

Estressores antropogénicos como mudancas climaticas e poluicdo dos ambientes
aquéticos tém afetado negativamente a persisténcia das espécies. No entanto, para lidar com os
ambientes estressantes, 0s organismos podem exibir diversas respostas adaptativas, sendo
capazes de regular seu comportamento e funcbes fisiologicas para se ajustar a gama de
condi¢cbes ambientais que podem encontrar na natureza. Para as larvas de anfibios, por
exemplo, espera-se que exista grande potencial para exibir plasticidade fenotipica em
caracteristicas como taxa de crescimento e tempo até a metamorfose em resposta a ambientes
estressantes. Neste contexto, esta dissertacdo teve o objetivo principal de avaliar os efeitos
letais e subletais da exposicdo ao herbicida Glifosato (Roundup Original DI) e ao estresse
térmico em larvas de anfibios. No capitulo 1, exploramos os padrfes gerais do efeito de
temperaturas mais altas na sobrevivéncia e desenvolvimento de girinos utilizando técnicas
meta-analiticas. No capitulo 2, avaliamos como a sobrevivéncia, crescimento, morfologia e
tolerancia térmica de girinos de sapo martelo (Boana faber) sdo afetados pela exposi¢do ao
herbicida glifosato e a temperaturas constantes mais altas. Os resultados mostram que espécies
que habitam locais mais variaveis climaticamente (e.g. regido temperada) sao menos afetadas
pelas mudancas climéticas do que espécies tropicais. Também observamos que embora os
tracos avaliados (crescimento, taxa de crescimento e tempo de desenvolvimento) sejam labeis
e tenham potencial para responder adaptativamente, 0 tempo necessario para sua evolucao é
relativamente extenso. Nossos achados indicam que parece haver um efeito aditivo da
temperatura junto ao herbicida Roundup sobre a sobrevivéncia das larvas. Também
observamos efeitos pronunciados da exposi¢cdo ao Roundup no crescimento e na forma de
girinos de Boana faber. A compreensédo de como as alteragdes antropicas afetam a persisténcia

dos anuros é fundamental para 0 manejo e conservacgéo das espécies e pode ser considerado um
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passo inicial para orientar medidas que mitiguem parte do efeito de estressores antropogénicos

sobre a biodiversidade.

Palavras- chave: ecotoxicologia, ecomorfologia, girinos, mudancas climaticas.
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ABSTRACT

Anthropogenic stressors such as climate change and pollution of aquatic environments have
negatively affected the species' persistence. However, to cope with stressful environments,
organisms can exhibit various adaptive responses, being able to regulate their behavior and
physiological functions to adjust to the range of environmental conditions they may encounter
in nature. For amphibian larvae, for example, it is expected that there is great potential for
exhibiting phenotypic plasticity in characteristics such as growth rate and time to
metamorphosis in response to stressful environments. In this context, this dissertation had the
main objective of evaluating the lethal and sublethal effects of exposure to the herbicide
Glyphosate (Roundup Original DI) and to thermal stress in amphibian larvae. In chapter 1, we
explored the general patterns of the effect of higher temperatures on tadpole survival and
development using meta-analytical techniques. In chapter 2, we assessed how the survival,
growth, morphology and thermal tolerance of hammerhead frog (Boana faber) tadpoles are
affected by exposure to the herbicide glyphosate and at constant higher temperatures. The
results show that species that inhabit more climatically variable locations (e.g. temperate
region) are less affected by climate change than tropical species. We also observed that
although the traits evaluated (growth, growth rate and development time) are labile and have
the potential to respond adaptively, the time required for their evolution is relatively long. Our
findings indicate that there appears to be an additive effect of temperature with the herbicide
Roundup on larvae survival. We also observed pronounced effects of exposure to Roundup on
the growth and shape of Boana faber tadpoles. Understanding how anthropogenic changes
affect the anurans' persistence is fundamental for the management and conservation of species
and can be considered an initial step to guide measures that mitigate part of the effect of

anthropogenic stressors on biodiversity.
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INTRODUCAO GERAL

Estudos paleoclimaticos mostram que mudangas no clima ja foram registradas repetidas
vezes ao longo da histdria geoldgica da Terra, resultado dos ciclos de resfriamento e
aquecimento (Ciclos de Milankovitch) que ocorreram em amplas escalas de tempo (Alley et al.
2003, Hof et al. 2011). A partir do periodo pré-industrial, no entanto, atividades humanas como
queima de combustiveis fosseis e alteracdo no uso e ocupacdo do solo, interferiram no
equilibrio do sistema climatico da Terra de modo abrupto, gerando um aumento acelerado e
desenfreado na emissdo de gases de efeito estufa e implicando no rapido aquecimento do
planeta. Como consequéncia, um aumento de 0.6° C na temperatura média ja foi registrado
para o século 20 (IPCC 2013) e previsOes recentes sugerem incrementos de 1.5 °C até 2100

(IPCC 2018).

O modo como as espécies responderam as altera¢es no clima no passado e no presente
pode auxiliar na previsdo de como as espécies irdo responder as mudancas previstas para o
futuro (Hof et al. 2011). Neste contexto, a comunidade cientifica tem reunido esforgos para
compreender esses impactos, mas devido a singularidade bioldgica de cada espécie e do efeito
assimétrico das alteracfes climaticas em diferentes locais e regibes (Janzen 1967, Ghalambor
et al. 2006, Bozinovic et al. 2011), prever os impactos das mudancas climaticas pode ser

complexo.

O efeito da temperatura pode variar em funcdo da distribuicdo geografica e altitudinal
das espécies (Freitas et al. 2010, Turriago et al. 2015). Varios trabalhos que analisam a variacao
de parametro fisiologicos com a latitude, mostram que espécies expostas a maiores variacoes
sazonais de temperatura (e.g. latitudes mais altas) possuem maior potencial de se adaptar as

mudancas climaticas futuras do que aquelas expostas a pequenas variagdes na temperatura ao
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longo do ano (Janzen 1967, Ghalambor et al. 2006, Bozinovic et al. 2011, Sunday et al. 2011,
2012, 2014, Duarte et al. 2012, Gutiérrez-Pesquera et al. 2016). Assim, espera-se que a
tolerancia térmica das espécies esteja ligada a variacdo de temperatura que 0S organismos
experimentam ao longo de sua evolucéo (Denny et al. 2009, Hoffmann 2009, Bozinovic et al.
2011, Kingsolver et al., 2011, Buckley e Huey 2016). Além disso, a susceptibilidade das
espécies ao clima pode estar relacionada ao conservadorismo em caracteristicas fisioldgicas
dependentes do clima, consequentemente, resultando em maior similaridade na resposta de

espécies mais proximas filogeneticamente (Losos 2008, Araujo et al. 2013).

Devido a forte associacdo entre as caracteristicas fisioldgicas, comportamentais e de
historia de vida dos anfibios com a temperatura, eles podem ser particularmente sensiveis ao
aquecimento global (Blaustein et al. 2010, Hoffmann et al. 2010). Estima-se que 0 grupo possua
mais de 40% das espécies em alguma categoria de ameaca (Hoffman et al. 2010) e que milhares
jatenham sido extintas. As mudancas climaticas tém sido apontadas como possiveis causadores
do declinio dos anfibios (Wake e Vredenburg 2008), apesar de outras pressfes antropicas como
perda e fragmentacdo de habitats, contaminacdo de ambientes e doencas emergentes possam
estar atuando de forma conjunta com alteragdes climaticas nos declinios populacionais dos
representantes do grupo (Blaustein et al. 2010). Portanto, prever a resposta dos anfibios ao
clima pode ser complexo porque os impactos induzidos pelo aumento da temperatura podem
interagir com os efeitos advindos de outras mudangas ambientais (Portner e Farrell 2008),

como a poluicdo dos habitats aquaticos por contaminantes quimicos, por exemplo.

Estudos mostram que os contaminantes quimicos, assim como a temperatura, tambem
podem impactar os anfibios, j& que diversas espécies utilizam o ambiente aquatico para
deposicédo dos ovos e desenvolvimento das larvas, podendo ser expostas aos diversos tipos de

herbicidas e pesticidas tanto pela pulverizacdo direta quanto pelo escoamento superficial
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(Moutinho et al. 2020). A exposi¢éo a esses contaminantes pode afetar diversos aspectos das
larvas de anuros, como comportamento, desenvolvimento, crescimento, tempo até a
metamorfose e niveis de atividade (e.g. Bridges 1999, Relyea 2005, Jones et al. 2010, Egea-
Serrano et al. 2012, Costa e Nomura 2016, Bolis et al. 2020). Prever o impacto desse estressor,
no entanto, pode ser complexo, porque interacdes com condicfes abidticas como, temperatura

e pH podem alterar a sua toxicidade e seu modo de acdo (Rand 1995).

As larvas de anfibios sdo excelentes modelos para estudos que buscam investigar como
estressores antropicos afetam a morfologia e o desenvolvimento dos organismos. Isso acontece
porque os girinos possuem capacidade de dispersao altamente limitada e restrita aos ambientes
escolhidos pelos parentais, 0 que os obriga a se comportar como termoconformadores nos
ambientes em que vivem (Balogova e Gvozdik 2015). Para lidar com os ambientes variaveis,
no entanto, os girinos podem ser capazes de regular seu comportamento e fungdes fisiologicas
para se ajustar a gama de condi¢fes ambientais que podem encontrar na natureza (McDiarmid
e Altig 1999). Nesse sentido, caracteristicas como tempo até a metamorfose e comprimento
corporal podem ter grande potencial para exibir plasticidade fenotipica em resposta a ambientes
em mudanga (McDiarmid e Altig 1999). Larvas se desenvolvendo em ambientes estressantes
(e.g. habitats contaminados por agrotoxicos ou pocas rasas e aquecidas prestes a secar), por
exemplo, tendem a se metamorfosear mais rapido para encontrar um microclima terrestre
favorédvel (Navas et al. 2007). No entanto, atingem a metamorfose com menor comprimento do
que coespecificos criados a temperaturas mais baixas. Portanto, mesmo que a plasticidade
possa ser uma forma de escapar de ambientes em mudanca, também podem existir custos
fisiolégicos e morfologicos associados a mesma (Auld et al. 2010, Gomez- Mestre et al. 2013),
como aumento de anormalidades morfologicas e mudangas no comportamento dos girinos (e.g.

Bridges 1999, Chen et al. 2007, Costa e Nomura 2016, Bolis et al. 2020). A longo prazo, esses
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custos podem acarretar na reducdo do fitness dos individuos levando a diminuigdo da

populagéo (M@ller 1997).

Nesta dissertacdo exploramos os efeitos das mudancas climaticas em larvas de anfibios
através das lentes da plasticidade fenotipica, focando na respostas letais e subletais de girinos
expostos a ambientes estressantes. No capitulo 1 intitulado “Efeitos da temperatura no
desenvolvimento e sobrevivéncia de larvas de anfibios: padrdes macroecoldgicos e
evolutivos”, exploramos o efeito de temperaturas mais altas na sobrevivéncia e
desenvolvimento de girinos utilizando técnicas meta-analiticas. Avaliamos também se a
variabilidade climatica no local onde a populacéo ocorre pode explicar diferencas no efeito da

temperatura entre estudos e se a resposta a temperatura € conservada filogeneticamente.

No capitulo 2, intitulado “Como o glifosato e o estresse térmico afetam a
sobrevivéncia, crescimento e tolerancia térmica em girinos de Boana faber (Hylidae,
Anura)?” nosso objetivo foi avaliar como a sobrevivéncia, crescimento, morfologia e
tolerancia térmica de girinos de sapo-martelo (Boana faber) sdo afetados pela exposi¢do ao
herbicida Glifosato (Roundup Original DI) e a temperaturas constantes mais altas. A
compreensdo de como alteracBes antropicas no ambiente afetam a persisténcia dos anuros é
fundamental para 0 manejo e conservagdo das espécies. Para prever e tentar mitigar ao menos
parte dos impactos dessas ameacas nos anfibios, é preciso primeiro identificar quais espécies
sd80 mais sensiveis e como elas respondem a essas ameacas. Somente a partir da sintese entre
estudos experimentais, histdria evolutiva e ecologia seremos capazes de fazer previsdes mais

realistas sobre o impacto destes estressores na biodiversidade.
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Resumo. A temperatura dita o ritmo de diversos processos bioquimicos e fisiologicos nos
anfibios, afetando por exemplo, o tempo até a metamorfose e o comprimento total de girinos.
O efeito da temperatura é assimétrico entre as espécies, e parte desta variacdo pode estar
relacionada as suas distribui¢cbes geograficas. Por outro lado, a variagdo na resposta a
temperatura pode estar ligada a relacdo de parentesco entre as espécies. Aqui, exploramos 0s
padroes gerais do efeito de temperaturas constantes mais altas na sobrevivéncia e
desenvolvimento de girinos, utilizando técnicas meta-anéliticas. Avaliamos também se a
variabilidade climéatica no local de coleta de desova pode explicar diferencas no efeito da
temperatura entre 0s estudos e se a resposta a temperatura é conservada filogeneticamente.
Nossos resultados mostram que girinos e embrides que se desenvolvem em temperaturas
relativamente mais altas atingem a metamorfose e a eclosdo mais cedo e que espécies tropicais
séo mais afetadas pelas temperaturas mais altas. O valor de K de Blomberg indica que ao menos
parte dos tragos avaliados podem ser considerados labeis em resposta ao aumento da
temperatura, sugerindo que essas caracteristicas evoluem rapido e se adaptam a ambientes
instaveis. No entanto, nossos resultados mostram que apesar das espécies conseguirem se
adaptar, o tempo necessario para que a evolucdo dos atributos ocorra é extenso, de
aproximadamente 6 mil anos para o crescimento, por exemplo. Portanto, em uma escala
filogenética a evolucdo dos atributos pode ser considerada relativamente réapida, mas
considerando a escala de mudancas climaticas, as espécies poderdo ndo conseguir responder
rapido o bastante. Somente a partir da integracdo adequada entre resultados experimentais,
ecologia e evolucdo, seremos capazes de realizar previsdbes mais precisas de como 0s

organismos irdo responder as alteragdes climaticas.

Palavras-chave. Estresse térmico, metamorfose, girinos, taxa de crescimento, temperature

size-rule, mudancas climaticas.
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Abstract. Temperature dictates the rhythm of various biochemical and physiological processes
in amphibians, affecting, for example, the time to metamorphosis and the body size of tadpoles.
The temperature effect is asymmetric between species, and part of this variation may be related
to their geographic distributions. On the other hand, the variation in response to temperature
may be linked to phylogenetic relationship between species. Here, we explore the effect of
higher constant temperatures on tadpole survival and development, using meta-analytical
techniques. We also evaluated whether the climatic variability in the spawn collection site can
explain differences in the effect of temperature between studies and whether the response to
temperature is conserved phylogenetically. Our results show that tadpoles and embryos that
develop at relatively higher temperatures reach metamorphosis and hatch earlier and that
tropical species are more affected by higher temperatures. Blomberg's K value indicates that at
least part of the traits evaluated can be considered labile in response to the increase in
temperature, suggesting that these characteristics evolve quickly and adapt to unstable
environments. However, our results show that despite the species being able to adapt, the time
required for the evolution of the attributes to occur is extensive, of approximately 6 thousand
years for growth, for example. Therefore, on a phylogenetic scale, the evolution of attributes
can be considered relatively fast, but considering the scale of climate change, species may not
be able to respond quickly enough. Only from the proper integration between experimental
results, ecology and evolution, will we be able to make more accurate predictions of how

organisms will respond to climate change.

Keywords. Thermal stress, metamorphosis, tadpoles, growth rate, temperature size-rule,

climate change.
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1. Introducéo

A temperatura tem potencial de afetar dramaticamente os processos fisiologicos, ecoldgicos
e comportamentais dos ectotérmicos, com efeitos conhecidos na distribuicdo geografica,
reproducdo, e nas taxas de desenvolvimento e crescimento (Huey e Kingsolver, 1993;
Angilletta, 2009). O efeito da temperatura varia entre as espécies, e parte desta variacdo pode
estar relacionada as suas distribui¢fes geograficas e altitudinais (Freitas et al., 2010; Turriago
etal., 2015). Espera-se que as respostas das espécies ao clima estejam relacionadas a amplitude
da sua faixa de tolerancia térmica (Freitas et al., 2010), resultado de um possivel processo de
selecdo natural e de adaptacdo as temperaturas extremas que 0S 0rganismos experienciaram ao
longo de sua evolucdo (Denny et al., 2009; Hoffmann, 2009; Bozinovic et al., 2011; Kingsolver
et al., 2011; Buckley e Huey, 2016). Desse modo, faz sentido esperar que espécies expostas a
maiores varia¢fes anuais de temperatura tenham faixas de tolerancia térmica mais amplas e
possuam maior capacidade de adaptacdo as mudancas climaticas. Por exemplo, espécies de
regibes temperadas experimentam variacGes térmicas sazonais relativamente mais altas e,
consequentemente, devem possuir maiores amplitudes térmicas fisiologicas quando
comparadas as espécies de regides tropicais (Janzen, 1967; Ghalambor et al., 2006; Bozinovic

etal., 2011).

Por outro lado, a magnitude e direcdo da resposta das espécies ao clima pode estar mais
relacionada ao conservadorismo em caracteristicas fisioldgicas e de histéria de vida
dependentes de temperatura, resultando em similaridade de nicho entre espécies
filogeneticamente aparentadas (Losos, 2008; Araujo et al., 2013). Nesse caso, espera-se que
quanto maior o grau de parentesco entre as espécies, menor serdo as diferencas fenotipicas,
ecologicas e fisioldgicas esperadas entre elas (Blomberg et al., 2003; Losos, 2008). Para

ectotérmicos de baixa latitude, as respostas evolutivas parecem ser relativamente mais
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improvaveis (Stillman e Somero, 2000; Deutsch et al., 2008; Tewksbury et al., 2008; Huey et
al., 2009). Isto acontece porque, para esses organismos, as caracteristicas fisioldgicas térmicas
devem evoluir mais lentamente do que a temperatura ambiental, consequentemente,
diminuindo o potencial de respostas evolutivas para organismos adaptados ao calor, como as

larvas de anfibios tropicais (Duarte et al., 2012).

Contudo, em contraste com a suposicéo de conservadorismo de nicho, espécies submetidas
a ambientes estressantes podem apresentar respostas adaptativas em tracos fisioldgicos,
morfoldgicos, comportamentais e de historia de vida que, em escalas de tempo mais longas,
podem representar a evolucdo do nicho climatico das espécies (Wiens et al., 2010; Rangel et
al., 2018; Diniz-Filho et al., 2019). Para as larvas de anfibios, por exemplo, caracteristicas
como taxa de desenvolvimento e crescimento podem ter potencial adaptativo para exibir
plasticidade fenotipica frente as condi¢des de mudanca (Tejedo et al., 2010; Kulkarni et al.,
2011), conferindo um meio para aumentar a aptiddo em fases posteriores da vida (Boorse e
Denver, 2004). Uma das possiveis explicacdes para a plasticidade no comprimento total e no
desenvolvimento dos anfibios esta associada a regra temperatura-tamanho (TSR, Atkinson,
1994). Essa regra prediz que ectotérmicos criados em temperaturas relativamente mais altas
tendem a apresentar taxas de crescimento mais rapidas e tempo de desenvolvimento mais curto,
mas um menor comprimento total. Enquanto coespecificos submetidos a baixas temperaturas
tendem a apresentar tempo de desenvolvimento mais longo e taxas de crescimento mais lentas,
resultando em maior comprimento total (Atkinson, 1994; Angilletta e Dunham, 2003;

Angilletta et al., 2004).

O termo “janela térmica” delimita uma gama de temperaturas adequadas para o crescimento
e desenvolvimento dos taxas aquaticos (Pértner et al., 2006), incluindo os girinos (Ruthsatz et

al., 2018). A plasticidade no desenvolvimento e no crescimento permite que o individuo
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consiga “rastrear”, por meio de informagdes presentes no ambiente, condigdes ambientais
estressantes e ajustar sua alocacdo de recursos para promover mudancas fenotipicas em seus
tracos metamorficos (Atkinson e Thompson, 1987). Essa plasticidade, no entanto, pode se
manifestar tanto de forma adaptativa quanto ndo adaptativa (Ghalambor et al., 2007). Nos casos
em que mudancas fenotipicas aumentam a aptiddo dos organismos e a chance de persisténcia
em um novo ambiente, ela pode ser considerada adaptativa e, em escalas de tempo ecoldgicas,
podem representar a evolugdo das espécies em direcdo a um novo fen6tipo 6timo (Ghalambor
et al., 2007; Angilletta, 2009). Assim, faz sentido esperar que as temperaturas locais extremas
as quais 0s organismos sdo expostos possam impulsionar a evolucao dos seus limites térmicos
e janelas térmicas especificas e, por fim, resultar em adaptacdo térmica (Angilletta, 2009;

Bozinovic et al., 2011).

Apesar dessas consideragdes, 0 tempo necessario para adaptacao térmica ainda foi pouco
explorado (Losos, 2008). Avaliar se a adaptacdo térmica atual das espécies esta mais
relacionada aos extremos térmicos locais experimentados no passado recente (e.g. periodo pré
industrial) ou no passado profundo (e.g. Holoceno médio) pode fornecer suporte para avaliar o
seu potencial adaptativo e sua vulnerabilidade as mudancas climéticas. Por exemplo, espécies
com répida evolucdo de nicho, parecem precisar de relativamente poucas geracdes para
conseguir se ajustar e persistir as mudancas climaticas, como demonstrado para Rhinella
diptycha (Diniz-Filho et al., 2019). Por outro lado, se a espécie tem lenta taxa de evolugdo de
nicho, as respostas evolutivas e a adaptacdo térmica devem estar acontecendo sob taxas mais
lentas do que as mudancas ambientais (Duarte et al., 2012), de modo que essas respostas ndo

seriam rapidas o bastante para que a espécie persista no novo ambiente.

Como o ambiente térmico das larvas de anfibios varia no espago e no tempo, elas podem

ser excelentes modelos para o estudo da adaptacdo térmica (McDiarmid e Altig, 1999;
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Gutiérrez-Pesquera et al., 2016). A baixa capacidade de dispersdo e de selecdo de habitat dos
girinos muitas vezes os obriga agir como termoconformadores, tendo que se adaptar as
temperaturas extremas as quais sdo expostos na poca até que completem a metamorfose
(Balogova e Gvozdik, 2015; Gutiérrez-Pesquera et al., 2016). Aqui, exploramos os padrdes
gerais dos efeitos da temperatura do ambiente de desenvolvimento em larvas de anfibios,
através de uma meta-andlise global, testando as seguintes hipoteses: i) o desenvolvimento e a
sobrevivéncia dos girinos sdo afetados negativamente por temperaturas constantes mais altas,
resultando em aumento na taxa de crescimento e reducdo no tempo até a metamorfose, no
tempo para eclosdo, no comprimento e peso total e na taxa de sobrevivéncia (Atkinson, 1994;
Angilletta e Dunham, 2003; Angilletta et al., 2004); ii) a estabilidade climatica dos locais de
coleta das populagdes pode explicar parte da variacdo no efeito das temperaturas constantes
mais altas sobre o desenvolvimento e a sobrevivéncia de larvas de anfibios. Assim, esperamos
que populacbes que ocorrem em &reas com menor variagdo climatica sejam afetadas mais
fortemente pelo aumento da temperatura do que populagBes que ocorrem em areas mais
climaticamente varidveis (Diamond, 2017); iii) existem diferencas interespecificas no
desenvolvimento e na sobrevivéncia das larvas de anfibios em resposta a temperaturas
constantes mais altas, de modo que espécies mais proximas filogeneticamente apresentam
maior similaridade na resposta a temperatura do que espécies menos aparentadas (Blomberg et
al., 2003; Losos, 2008), e por fim, iv) esperamos que existam relagcdes negativas mais fortes
para o tamanho de efeito da temperatura em larvas de anfibios que ocorrem em latitudes baixas.
Isso acontece porque esses organismos vivem em ambientes relativamente constantes
climaticamente quando comparados a espécies de latitudes relativamente mais altas (Janzen,

1967; Ghalambor et al., 2006; Bozinovic et al., 2011).

2. Material e Métodos
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2.1. Coleta dos dados

Realizamos buscas sistematizadas em trés bases de dados (Google Scholar, Scopus e ISI
Web of Science) durante o més de junho e julho de 2020 utilizando combinag6es dos seguintes
termos chave “larval development” AND “amphibians” AND “temperature” AND “growth”
AND “survival”. Para a escolha dos estudos que seriam incluidos em nossa base de dados
utilizamos os seguintes critérios de elegibilidade: 1) deviam testar o efeito da temperatura no
desenvolvimento e sobrevivéncia de larvas de anfibios em laboratorio, disponibilizando dados
de pelo menos uma das seguintes varidveis: sobrevivéncia, tempo até a eclosdo, tempo até a
metamorfose, taxa de crescimento, massa e comprimento; 2) apresentar no minimo duas
temperaturas de criacdo, que representem dois tratamentos contrastantes; 3) manter as
temperaturas constantes durante o experimento; 4) apresentar média, desvio padrdo e tamanho

amostral (n amostral) para os dois tratamentos.

Para cada estudo foram coletados dados de localidade (latitude, longitude); pais; estagio
coletado em campo (adulto/larva/desova); espécie; género; familia; ordem; estagio utilizado
para medicao da variavel resposta (embrionario/larval); temperatura utilizada no experimento;
média, desvio padrdo e n amostral para as varidveis resposta. Utilizamos os dados de tempo até
a metamorfose e tempo até eclosdo para compor uma tnica variavel chamada de “tempo de
desenvolvimento”. O mesmo foi realizado para os dados de massa corporal e comprimento
total, que juntos compdem a varidvel “crescimento”. A taxa de crescimento obtida nos estudos
foi estimada como a divisdo do crescimento pelo tempo de desenvolvimento. Para estudos que
avaliaram o efeito da temperatura juntamente com outros estressores (e.g. estudos fatoriais que
combinavam tempearatura com nivel de alimento, poluentes), ns extraimos apenas os dados
referentes a temperatura e excluimos as informag6es de média e desvio padréo referentes ao

outro estressor.
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A nomenclatura taxondmica das espécies seguiu Frost (2021). Estudos que apresentavam
dados para mais de uma populacéo, espécie ou localidade de coleta (35 dos 38 estudos incluidos
na meta-analise) tiveram tais informacGes registradas como tamanhos de efeito independentes.
Para artigos que apresentaram os dados em gréaficos, utilizamos o software GetData Graph
Digitizer (version 2.26). O software permite definir uma escala através de um sistema de
coordenadas, indicando o valor méximo e minimo para 0 eixo X e y. Ap0s isso, podera ser
realizada a digitalizacdo dos dados no grafico de forma manual ou automatica, permitindo

estimar os valores.

2.2. Estabilidade climatica histérica

Avaliamos como o desenvolvimento e sobrevivéncia dos girinos é afetado pelo clima atual
e pela estabilidade climatica histdrica no local em que a populacgéo foi coletada utilizando dados
paleoclimaticos com resolugdo de 0.5° obtidos na database Ecoclimate

(https://www.ecoclimate.org/ (Lima-Ribeiro et al., 2015). Para considerar a alta variabilidade

nas previsdes paleoclimaticas geradas por diferentes Modelos de Circulacdo Global Atmosfera-
Oceano (AOGCM), projetamos as variaveis climéticas utilizando trés diferentes AOGCM:
Community Climate System Model (CCSM); National Centre for Meteorological Research
(CNRM) e Max Planck Institute for Meteorology (MPI). Avaliamos o efeito do clima atual
(1999) através da amplitude térmica do trimestre mais chuvoso. Utilizamos a anomalia
climética do trimestre mais chuvosos entre o clima atual (1999) e o clima pré industrial (~
1760) como proxy da variacdo no passado recente. O efeito da variacdo climatica no passado
profundo foi avaliado através da anomalia climatica no trimestre mais chuvoso entre o
Holoceno meédio (~ 6 kya) e o clima pré-industrial (~ 1760). Além disso, estimamos a
temperatura maxima no trimestre mais chuvoso para o clima atual, para o passado recente e

profundo. Calculamos uma matriz de correlacdo (coeficiente de correlacdo de Pearson, valor
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de corte 75%) utilizando a latitude e as varidveis climéticas e escolhemos apenas as variaveis
menos correlacionadas para os modelos de meta-regressdo. NOs reconhecemos que dados
macroclimaticos ndo traduzem precisamente a variagdo microclimatica enfrentada pelos
organismos em seus ambientes naturais e podem ter menor poder explicativo do que dados

microclimaticos (Woods et al., 2015; Katzenberger et al., 2018; Sheu et al., 2020).

2.3. Tamanho de efeito

Para obter uma estimativa do tamanho de efeito e da variacdo de amostragem para cada
estudo, utilizamos a diferenca média padronizada (d de Cohen) para cada uma das quatro
varidveis resposta. Em seguida, aplicamos uma corre¢do para o viés de pequenas amostras (J;
(Hedges, 1981)) e estimamos o tamanho de efeito através da diferenca média padronizada
corrigida (g de Hedges). Tamanhos de efeito negativos indicariam redugcdo no tempo de
desenvolvimento, no crescimento, na taxa de crescimento e na sobrevivéncia das larvas e

embrides.

2.4. Modelo meta-analitico de efeitos aleatorios e analise de heterogeneidade

Para lidar com estudos que apresentavam mais de um tamanho de efeito, seja devido ao uso
de mais de uma populacéo, espécie ou do mesmo controle para varios tratamentos, ajustamos
modelos meta-analiticos filogenéticos multinivel utilizando a variacdo entre estudos, a relacao
de parentesco entre as espécies e 0 agrupamento de tamanhos de efeito no nivel de estudo como
efeitos aleatorios (Nakagawa e Santos, 2012). Estimamos uma matriz de variancia-covariancia
por movimento Browniano para estimar as relacGes filogenéticas entre as espécies. A
heterogeneidade nos tamanhos de efeito foi explorada por meio de meta regressdes
filogenéticas multinivel utilizando a latitude e a variabilidade climatica no presente, no passado
recente e no passado profundo como variaveis moderadoras. As variaveis que apresentaram

autocorrelacao (Pearson >75%) foram excluidas dos modelos de meta regressédo. Calculamos
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o coeficiente de determinacdo (Pseudo R?) de acordo com (Borenstein et al. 2009) para cada

variavel moderadora nas meta- regressoes.

2.5. Sinal filogenético

Consideramos a arvore filogenética de Jetz e Pyron (2018) para os anfibios. Utilizamos
a estatistica K de Blomberg et al., (2003) para calcular o sinal filogenético e inferir se os
organismos estudados tendem a conservar sua resposta ao aumento da temperatura.
Comparamos os valores de sinal filogenético (K de Blomberg) com a distribui¢do de valores
esperados em um modelo de evolucéo aleatoria por movimento Browniano utilizando a funcéo
fastBM do pacote Phytools e entdo, comparamos os valores de K observados com a distribui¢édo
de K Brownianos. Utilizamos os pacotes R (R core team 2021) picante (Kembel et al., 2010),

ape (Paradis et al., 2004) e Phytools (Revell, 2012).

2.6. Viés de publicacgéo

Evidéncias consideradas em estudos meta-analiticos podem ndo ser uma amostra
representativa de todos os dados disponiveis sobre 0 assunto, levando a estimativas imprecisas
nos tamanhos de efeito (Koricheva et al., 2013). Por exemplo, resultados significativos tém
maiores probabilidades de serem publicados do que resultados nédo significativos (Mgller e
Jennions, 2001). Assim sendo, verificamos a existéncia de viés de publicacdo através do teste
de Egger (Egger et al., 1997) e do método Trim e Fill (Duval e Tweedie, 2000). O teste de
Egger foi utilizado para avaliar se havia simetria no grafico de funil, no qual um p- valor
significativo (i.e < 0.05) indica que o grafico é assimétrico (Egger et al., 1997). O método Trim
e Fill indica quantos estudos faltantes sdo necessarios para que o grafico de funil seja simétrico
e se a inclusdo desses estudos altera a significancia do resultado (Duval e Tweedie, 2000).

Utilizamos o pacote R Metafor (Vichtbauer, 2010; R core team 2021) para as analises.
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3. Resultados

A pesquisa retornou 178 artigos no I1SI Web of Science, 150 no Scopus Elsevier e 1.000
no Google Scholar. Apos filtragem por titulo e resumo, obtivemos 45 artigos na Web of
Science, 51 na Scopus e 67 no Scholar, totalizando 163 artigos possivelmente elegiveis para a
meta-analise. Realizamos outra filtragem a partir do texto completo e obtivemos 38 artigos
(Figura 1). Os 38 estudos incluidos na meta-analise resultaram em 219 comparacdes que
avaliaram o efeito de temperaturas constantes mais altas na sobrevivéncia e desenvolvimento
de larvas e embribes de 43 espécies de anfibios (Material Suplementar- Figura S1),
pertencentes a 17 familias e distribuidas em 16 paises (Figura 2), principalmente na regido

temperada (Material Suplementar - Tabela S1).

3.1. Efeitos gerais da temperatura

Nossos resultados mostraram que o tempo de desenvolvimento reduz sob temperaturas
constantes mais elevadas (g de Hedges= -4.8481, [95% IC: -8.0329, -1.6633], enquanto o
crescimento, representado pelo comprimento e peso das larvas e embrides, ndo foi afetado pelas
temperaturas constantes elevadas (g de Hedges = -0.3475 [95% IC: -1.1386, 0.4435]), bem
como a taxa de crescimento (g de Hedges= 0.836 [95% CI: -0.8022, 2.4790]). Para os estudos
que avaliaram o efeito de temperaturas mais altas na sobrevivéncia das larvas ndo encontramos
diferenca significativa, no entanto, ao contrario dos demais tracos, a resposta da sobrevivéncia
as temperaturas mais altas tende a ser positiva, indicando que a sobrevivéncia deve aumentar
sob temperaturas constantes mais elevadas (g de Hedges = 0.6200 [95% IC = -0.0347; 1.2747],
Tabela 1, Figura 3). Encontramos heterogeneidade entre os tamanhos de efeito, com uma alta
porcentagem desta variacdo atribuida a variagdo entre estudos, e uma pequena porcao desta
heterogeneidade relacionada ao agrupamento de comparagdes no nivel de estudo e a relagéo

filogenética entre espécies (Tabela 2).
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A heterogeneidade entre os tamanhos de efeito foi explorada através de meta-regressées
(Tabela 3, Figura 4). Nossos resultados mostram que parte da variacdo do efeito da temperatura
no crescimento das larvas esta relacionada a anomalia climética no passado profundo (Pseudo
R2= 0.13, p = 0.0225, Figura 4a). Portanto, quanto maior a variacdo climéatica no passado
profundo, maior e mais negativo sera o efeito do aumento da temperatura sobre o crescimento

das larvas.

A latitude absoluta na qual os estudos foram realizados explicou parte da varia¢do do
efeito da temperatura na sobrevivéncia das larvas (Pseudo R? = -0.34, p = 0.0378, Figura 4b).
Os resultados mostram que espécies que ocorrem em latitudes relativamente mais altas (e.g
regido temperada), sofrem aumentos na taxa de sobrevivéncia enquanto espécies de latitudes
mais baixas (e.g. regio tropical), reduzem sua sobrevivéncia sob temperaturas constantes mais
altas. Para a taxa de crescimento e tempo de desenvolvimento, as varidveis climéticas e a
latitude tiveram baixo poder explicativo sobre a heterogeneidade do tamanho de efeito (Tabela

3).

3.2. Sinal filogenético

Através do valor de K de Blomberg, foi demonstrado que o crescimento (K =0.23, p =
0.01), a taxa de crescimento (K =0.37, p =< 0.0001) e o tempo de desenvolvimento (K = 0.24,
p = < 0.0001) evoluem em taxas que diferem do movimento Browniano e, sd@o assim
considerados labeis em resposta a temperaturas mais altas, indicando que essas caracteristicas
evoluem rapido e se adaptam ao ambiente. Para a sobrevivéncia (K = 0.51, p = 0.15),
encontramos um valor de K menor que 1, no entanto, ndo encontramos evidéncias significativas

de labilidade (Tabela 4, Figura 5).

3.3. Viés de publicacéo
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O teste de Egger indicou que o grafico de funil ndo é simétrico para os estudos que
avaliaram o tempo de desenvolvimento (t = 5.850 p = 1.75e-07, gl = 65), a taxa de crescimento
(t=-2.543, p = 0.0170, gl = 27) e o crescimento das larvas sob temperaturas experimentais (t
= 2.418, p = 0.017, gl = 91), sugerindo potencial viés de publicacdo. No entanto, 0 método
Trim and Fill demonstrou que para crescimento, 1 estudo seria necessario, para tempo de
desenvolvimento, 3 estudos seriam necessarios e para taxa de crescimento nenhum estudo seria
necessario para tornar o grafico de funil simétrico e que a inclusdo dos mesmos ndo altera a
significancia do tamanho de efeito para o crescimento [95% IC = -1.1820, 0.5446], tempo de
desenvolvimento [95% IC= -6.4990, -1.9837] e taxa de crescimento [95% IC = -0.8022,
2.4790]. Para os estudos que avaliaram a sobrevivéncia, o grafico de funil foi simétrico (t = -

0.288, p = 0.775, gl = 28, Material suplementar- Figura S2).

4. Discussao

Nossos resultados confirmam o padrdo ja conhecido da regra temperatura-tamanho em
organismos aquaticos, mostrando que girinos e embrides gque se desenvolvem em temperaturas
relativamente mais altas, atingem a metamorfose e a eclosdo mais cedo (Wilbur 1980; Rudolf
e Rodel, 2007; Ruthsatz et al., 2018). Além disso, observamos efeitos pronunciados da
variabilidade climatica no passado profundo sob a heterogeneidade do efeito da temperatura
no crescimento dos girinos, bem como um forte efeito da latitude na heterogeneidade do efeito
da temperatura na sobrevivéncia das larvas. Esses resultados indicam que a adaptacdo térmica
das caracteristicas estudadas estd relacionada mais fortemente ao clima passado do que ao
clima atual, aspecto que deve ser levado em consideracdo ao avaliar o potencial impacto das

mudancas climéticas globais sob essas espécies.

Como ja é conhecido, a temperatura dita o ritmo de diversos processos bioquimicos e

fisiolégicos nos anfibios, afetando por exemplo, o tempo até a metamorfose e 0 comprimento
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total de girinos criados sob temperaturas variaveis (McDiarmid e Altig, 1999). Nossos
resultados mostram que o tempo de desenvolvimento dos girinos esta fortemente associado ao
aumento da temperatura durante o estagio larval, resultando em diminui¢do no tempo de
eclosdo e no tempo até a metamorfose em temperaturas relativamente mais baixas (Atkinson,
1994). Para os girinos, o principal gatilho impulsionador da metamorfose sdo os hormonios
tireoidianos (HT) produzidos pela glandula tireoide (Tata, 2008; Laudet, 2011). Ao se
desenvolver em um ambiente estressante (e.g. girinos se desenvolvendo em uma lagoa rasa e
aquecida, prestes a secar), 0 eixo de estresse neuroenddcrino é ativado aumentando a producéo
de hormonios do estresse (Denver, 2021). Esses hormdnios interagem com HT, aumentando
sua produgdo (Wilbur e Collins, 1973; Denver, 2009, Denver, 2021). Assim, 0 aumento da
temperatura pode afetar a intensidade da producéo de HT (Ceusters, 1978) e acelerar a chegada
a metamorfose (Liu and Nusslock, 2018; Thayer et al., 2018; Fogelman and Canli, 2019;),
como foi demonstrado para os estudos incluidos em nossa revisao. Apesar da plasticidade no
tempo de metamorfose ser uma maneira de persistir sob um ambiente estressante, ela pode
acarretar em custos fisiol6gicos e morfolégicos para as larvas (Gomez-Mestre et al., 2013)
reduzindo por exemplo, a taxa de sobrevivéncia de juvenis que metamorfoseiam em tamanhos
menores e afetando a selecdo sexual e o sucesso reprodutivo dos adultos (Hayes et al., 2010;

Gomez-Mestre et al., 2013).

Em contraste com o tempo de desenvolvimento, ndo encontramos efeitos significativos
do aumento da temperatura na sobrevivéncia, crescimento (massa e comprimento) e na taxa de
crescimento dos girinos. Segundo (Hayes et al., 1993), a taxa de desenvolvimento é impactada
mais fortemente pelo efeito da temperatura do que a taxa de crescimento. 1sso provavelmente
se deve ao fato de que as espécies precisam de um tamanho minimo e um limiar especifico de
horménios tireoidianos para atingir a metamorfose, no entanto, ndo existe um tempo larval

minimo ou maximo antes de uma larva se metamorfosear (Morey e Reznick, 2000; Buchholz,
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2017), permitindo que o tempo até a metamorfose seja mais plastico em resposta a temperatura
do que o comprimento total, por exemplo. Além disso, alguns autores destacam que a
sensibilidade assimétrica na taxa de crescimento e desenvolvimento pode estar relacionada aos
efeitos diferenciais da temperatura no anabolismo e no catabolismo, uma vez que afetam a taxa
de desenvolvimento mais fortemente do que a taxa de crescimento (Angilletta e Dunham, 2003;

Walters e Hassall, 2006; Gomez-Mestre et al., 2010).

Apesar de ndo observar efeitos estatisticamente significativos no crescimento e na
sobrevivéncia das larvas sob temperaturas mais altas, os resultados mostram que a
heterogeneidade no efeito da temperatura nessas caracteristicas pode ser explicada, em parte,
pela latitude e pela estabilidade historica do clima no local em que a populagéo ocorre. Para a
sobrevivéncia, foi demonstrado que a dire¢do do efeito da temperatura depende da latitude,
indicando que larvas que ocorrem em latitudes mais altas (e.g. regido temperada) apresentam
aumento da sobrevivéncia com incrementos na temperatura, enquanto larvas que ocorrem em
latitudes mais baixas (e.g. regido tropical) reduzem sua sobrevivéncia em temperaturas mais
altas. O efeito assimétrico do aumento da temperatura entre regifes pode estar relacionado a
amplitude da faixa de tolerancia térmica dos organismos (Freitas et al., 2010; Turriago et al.,
2015). Espécies de regides temperadas tiveram que se adaptar a alta sazonalidade climatica ao
longo da sua evolucdo (Buckley e Huey, 2016), e portanto, devem ter maior potencial
adaptativo diante das mudancas climaticas, enquanto espécies de regides tropicais sdo
adaptadas a climas que variam relativamente pouco, reduzindo a probabilidade de resposta
evolutiva (Janzen, 1967; Ghalambor et al., 2006; Bozinovic et al., 2011). Além disso, espécies
tropicais estdo adaptadas a temperaturas muito proximas ao seu limite maximo térmico critico,
0 que torna a adaptacdo térmica muito mais improvavel (Stillman, 2003; Tewksbury et al.,

2008; Wright et al., 2009; Aradujo et al., 2013).
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O mesmo foi demonstrado para o crescimento, uma vez que observamos uma relacéo
significativa entre a variacdo climéatica no Holoceno médio e a heterogeneidade no efeito da
temperatura sob o crescimento das larvas, sugerindo que quanto maior a anomalia climética,
maior o efeito negativo da temperatura sobre o crescimento. Esse padrdo indica que as espécies
ndo estdo adaptadas a variacdo no clima atual e sim a variabilidade climatica no passado
profundo. Assim, faz sentido esperar que tais espécies apresentem lentas taxas de evolugdo em
algumas de suas caracteristicas fisiologicas térmicas, e que, portanto, esses caracteres possam

estar sendo conservados evolutivamente (Bogert, 1949; Huey et al., 2003).

No entanto, a anélise de sinal filogenético indicou que quase todos tracos avaliados
(crescimento, taxa de crescimento e tempo de desenvolvimento) podem ser considerados labeis
em resposta ao aumento da temperatura, sugerindo que essas caracteristicas evoluem rapido
com uma adaptacéo ecoldgica ao ambiente. Isso pode estar relacionado ao fato de testarmos o
efeito de um passado ndo tdo profundo (6 ky) comparado a longa histéria evolutiva dos anfibios
e, por isso, encontrar uma relacdo significativa entre algumas das caracteristicas testadas e a
variacdo climatica no passado. Esse padrdo pode ser relacionado teoricamente ao pensamento
neo-Darwiniano que sugere que a adaptacdo ocorre lenta e gradualmente (Quintero e Wiens,
2013). Em face das rapidas mudancas climéticas essa informacdo pode ter importantes
implicacGes, uma vez que um ponto chave para avaliar a vulnerabilidade das espécies ao clima
esta em sua capacidade adaptativa (Williams et al., 2008). Todavia, dada a discussdo acima,
uma questdo primaria a ser colocada na equacdo é a velocidade das mudancas climaticas.
Diante do aumento na intensidade de eventos extremos e na diminuigdo da previsibilidade
desses acontecimentos, devemos nos perguntar se os tragos metamarficos e larvais dos anfibios
estdo evoluindo rapido o bastante para que as espécies persistam as mudancas climaticas

(Diniz-Filho et al., 2019; Souza et al., 2019).
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5. Concluséao

Avaliar como a temperatura afeta o crescimento e desenvolvimento dos anfibios tém
sido o foco de muitos estudos ao longo do ultimo século, dado que grande parte das espécies
do grupo tém caracteristicas fisiologicas e ecologicas altamente dependentes do clima. Os
resultados obtidos confirmam o padréo ja conhecido da Temperature size-rule sob organismos
aquaticos, demonstrando que girinos e embrides que se desenvolvem em temperaturas
relativamente mais altas atingem a metamorfose e a eclosdo mais cedo. Nossos resultados
também sugerem que as espécies tropicais podem ter sua sobrevivéncia e crescimento mais
afetados pelas mudancgas climéticas do que espécies temperadas. No entanto, essa € a regido
com menor concentracdo de estudos e consequentemente, com menor nimero de espécies
estudadas. Em nossa revisao, por exemplo, a maioria dos estudos na regido tropical avaliou
espécies que habitam zonas de mata com climas estaveis. Mas o efeito da temperatura pode
variar entre espécies de diferentes ambientes, como espécies que habitam savanas, vegetacédo
xeromorfica e ambientes montanhosos. Portanto, muito ainda precisa ser explorado para que
tenhamos evidéncias concretas que permitam delinear os padrdes gerais do efeito da

temperatura nesses organ iSmos.

Apesar das espécies serem afetadas pela temperatura, parece existir alto potencial
adaptativo para girinos expostos ao estresse térmico para quase todos os atributos avaliados,
visto que o crescimento, tempo de desenvolvimento e a taxa de crescimento apresentam alta
labilidade. No entanto, nossos resultados mostram que apesar das espécies conseguirem se
adaptar, o tempo necessario para que a evolucdo dos atributos ocorra é extenso, de
aproximadamente 6 mil anos para o crescimento, por exemplo. Portanto, em uma escala
filogenética a evolugdo dos atributos pode ser considerada relativamente répida, mas

considerando a escala de mudancas climaticas, as espécies poderdo ndo conseguir responder
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rapido o bastante. Somente a partir da integracdo adequada entre resultados experimentais,
ecologia e evolucao poderemos prever com mais clareza os impactos das alteracfes climéaticas

sobre a biodiversidade e tentar mitigar parte deles.
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“survival”

Busca sistematizada= Google scholar, Scopus and Web of Science using five keywords
combination “larval development” AND “amphibians” AND “temperature” AND “growth” AND

n=1.828

Artigos filtrados por titulo, resumo e critérios de elegibilidade

- Google scholar= 67
- Web of science= 45

- Scopus= 51
n=163
Estudos excluidos
> - Lacuna de informagdes
v - Estudos duplicados
n=125
Artigos incluidos na meta analise
n=38
Comparagdes individuais
n=219

Figura 1. Diagrama representando o processo de triagem dos estudos incluidos na meta-analise.
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Figura 2. Distribuicdo geografica dos estudos incluidos na meta-andlise. O gréfico representa

a densidade de estudos que avaliaram o efeito da temperatura no desenvolvimento e

sobrevivéncia de larvas de anfibios
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Figura 3. Tamanhos de efeito da temperatura nos tracos metamarficos para anfibios larvais. A

linha vertical indica que ndo ha efeito. Valores médios de g de Hedges e o intervalo de

confianca a 95% sdo exibidos no lado direito (asteriscos indicam significancia estatistica, P <

0,05). No lado esquerdo sao apresentados o nimero de estudos e comparac6es individuais para

cada variavel, respectivamente.
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anomalia climatica no passado profundo (a) e relacdo entre o tamanho de efeito da temperatura

na sobrevivéncia e a latitude absoluta (b). O tamanho do circulo indica o peso de cada tamanho

de efeito nas estimativas dos parametros de meta regressao. As linhas ajustadas representam os

efeitos parciais de cada varidvel moderadora.
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Tabela suplementar 1. Informacao resumida para cada comparacao incluida na meta analise. Amp. atual se refere a Amplitude térmica atual do periodo chuvoso. Anom. se refere a Anomalia climética no periodo

chuvoso para o passado profundo e o passado recente.

Controle Tratamento
Referéncia Familia Espécie Estagio Variavel resposta Temp °C Média DV n Temp°C Média DV n Long Lat Amp. Atual Anom.6ky Anom. 1760 Tmax 1999
Alvarez e Nicieza 2002 Alytidae Discoglossus galganoi larval crescimento 12 330.00 67.52 20 17 255.88 44.03 21 -5.57 4343 6.71 -0.10 -0.13 12.00
Alvarez e Nicieza 2002 Alytidae Discoglossus galganoi larval crescimento 12 330.00 67.52 20 22 163.92 44.02 21 -5.57 43.43 6.71 -0.10 -0.13 12.00
Anderson et al 2001 Hylidae Pseudacris regilla larval crescimento 9.9 0.18 0.04 5 20.7 0.56 0.09 5 -123.21 44.70 8.76 -0.28 -0.51 10.52
Anderson et al 2001 Hylidae Pseudacris regilla larval crescimento 9.9 0.18 0.04 5 25.7 0.54 0.06 5 -123.21 44.70 8.76 -0.28 -0.51 10.52
Baier et al 2016 Bufonidae Bufo bufo larval crescimento 15 8.01 0.24 5 20 11.42 0.24 5 16.28 48.24 16.90 1.71 -0.09 24.41
Baier et al 2016 Bufonidae Bufo bufo larval crescimento 15 10.50 6.91 5 20 16.65 0.76 5 16.28 48.24 16.90 1.71 -0.09 24.41
Blouin e Brown 2000 Ranidae Rana cascadae larval crescimento 18 0.86 0.11 22 25 0.78 0.10 22 -121.83 44.42 10.94 -0.39 -0.54 7.59
Blouin e Brown 2000 Ranidae Rana cascadae larval taxa crescimento 18 0.01 0.00 22 25 0.03 0.00 22 -121.83 44.42 10.94 -0.39 -0.54 7.59
Blouin e Brown 2000 Ranidae Rana cascadae larval tempo desenvolvimento 18 5745 206 22 25 2457 156 22 -121.83 44.42 10.94 -0.39 -0.54 7.59
Browne e Edwards 2003 Pelodryadidae Ranoidea aurea larval crescimento 15 8.00 0.80 4 22 8.50 1.00 4 151.70 -32.85 9.11 -0.60 -0.42 26.38
Browne e Edwards 2003 Pelodryadidae Ranoidea aurea larval crescimento 15 8.00 0.80 4 28 10.50 0.80 4 151.70 -32.85 9.11 -0.60 -0.42 26.38
Browne e Edwards 2003 Pelodryadidae Ranoidea aurea larval crescimento 15 4430 1.00 4 22 45.80 1.60 4 151.70 -32.85 9.11 -0.60 -0.42 26.38
Browne e Edwards 2003 Pelodryadidae Ranoidea aurea larval crescimento 15 4430 1.00 4 28 50.10 1.40 4 151.70 -32.85 9.11 -0.60 -0.42 26.38
Burmeister 2015 Ranidae Rana arvalis larval sobrevivencia 16 2.83 3.08 20 20 2.29 254 20 13.39 54.09 7.92 5.25 -0.08 7.58
Burmeister 2015 Ranidae Rana arvalis larval sobrevivencia 16 2.83 3.08 20 24 3.10 3.24 20 13.39 54.09 7.92 5.25 -0.08 7.58
Burmeister 2015 Ranidae Rana arvalis larval tempo desenvolvimento 16 51.27 3.13 20 20 2897 121 20 13.39 54.09 7.92 5.25 -0.08 7.58
Chang et al. 2014 Rhacophoridae Rhacophorus moltrechti larval sobrevivencia 17 87.05 13.27 5 22 92.09 241 5 120.53 23.04 3.93 -0.19 -0.42 28.01
Chang et al. 2014 Rhacophoridae Rhacophorus moltrechti larval sobrevivencia 17 87.05 13.27 5 27 80.94 16.89 5 120.53 23.04 3.93 -0.19 -0.42 28.01
Chang et al. 2014 Rhacophoridae Zhangixalus moltrechti larval tempo desenvolvimento 17 89.06 6.57 5 22 69.47 7.30 5 120.53 23.04 3.93 -0.19 -0.42 28.01
Chang et al. 2014 Rhacophoridae Zhangixalus moltrechti larval tempo desenvolvimento 17 89.06 6.57 5 27 95.59 6.57 5 120.53 23.04 3.93 -0.19 -0.42 28.01
Chaparro Herrera et al 2018 Ambystomatidae Ambystoma granulosum embrionario  tempo desenvolvimento 14 7.51 0.37 4 19 8.66 0.43 4 -99.19 19.53 11.79 0.07 -0.32 22.34
Chaparro Herrera et al 2018 Ambystomatidae Ambystoma granulosum embrionario  tempo desenvolvimento 14 7.51 0.37 4 25 5.22 0.37 4 -99.19 19.53 11.79 0.07 -0.32 22.34
Dastansara et al 2017 Bufonidae Bufotes viridis larval crescimento 18 19.05 1.12 4 21 16.11 1.54 4 47.02 34.53 22.18 5.34 -0.68 16.00
Dastansara et al 2017 Bufonidae Bufotes viridis larval sobrevivencia 18 23.57 4.18 4 21 64.00 2422 4 47.02 34.53 22.18 5.34 -0.68 16.00
Dastansara et al 2017 Bufonidae Bufotes viridis larval tempo desenvolvimento 18 150.40 7.83 4 21 86.58 1347 4 47.02 3453 22.18 5.34 -0.68 16.00
DiazPaez e Canales 2018 Leptodactylidae Pleudorema thaul larval crescimento 15 4.20 0.52 3 25 3.38 0.48 3  -72.13 -37.61 6.75 2.32 -0.41 10.36
DiazPaez e Canales 2018 Leptodactylidae Pleudorema thaul larval crescimento 15 833.33 25239 3 25 516.75 215.88 3 -72.13 -37.61 6.75 2.32 -0.41 10.36
Freitas et al. 2017 Ranidae Lithobates pipiens larval crescimento 23 4.61 0.50 3 28 5.55 0.50 3 2.79 56.34 4.81 0.18 -0.11 9.53
Freitas et al. 2017 Ranidae Lithobates pipiens larval tempo desenvolvimento 23 4291 0.99 3 28 37.09 1.09 3 2.79 56.34 4.81 0.18 -0.11 9.53
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Pelobatidae Pelobates cultripes larval crescimento 24 25.17 1.58 9 32 24.17 1.06 6 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Scaphiopus holbrooki larval crescimento 24 13.22 129 50 32 1241 130 47 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Spea intermontana larval crescimento 24 21.12 129 14 32 19.29 129 12 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Spea multiplicata larval crescimento 24 19.13 1.29 15 32 18.02 1.29 6 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Pelobatidae Pelobates cultripes larval taxa crescimento 24 0.55 0.07 9 32 0.56 0.04 6 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Scaphiopus holbrooki larval taxa crescimento 24 0.63 0.03 50 32 0.78 0.10 47 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Spea intermontana larval taxa crescimento 24 0.67 0.06 14 32 0.83 0.05 12 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Spea multiplicata larval taxa crescimento 24 0.74 0.06 15 32 1.30 0.06 6 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Pelobatidae Pelobates cultripes larval tempo desenvolvimento 24 4244 474 9 32 36.13 4.73 6 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Scaphiopus holbrooki larval tempo desenvolvimento 24 2190 053 50 32 16.02 3.17 47 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Spea intermontana larval tempo desenvolvimento 24 3091 0.98 14 32 2272 104 12 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre e Buchholz 2006 Scaphiopodidae Spea multiplicata larval tempo desenvolvimento 24 28.15 1.54 15 32 16.02 0.53 6 NA NA NA NA NA NA
Gomez Mestre et al 2010 Phyllomedusidae Agalychnis callidryas larval crescimento 21 0.07 0.01 15 29 0.08 0.01 21 -71.11 4235 16.28 1.01 -0.59 25.64
Gomez Mestre et al 2010 Phyllomedusidae Agalychnis callidryas larval crescimento 21 1991 1.47 15 29 20.86 147 21 -71.11 42.35 16.28 1.01 -0.59 25.64
Gomez Mestre et al 2010 Pipidae Xenopus laevis larval crescimento 18 0.06 0.02 27 24 0.07 002 26 -2.79 56.34 16.28 1.01 -0.59 25.64
Gomez Mestre et al 2010 Pipidae Xenopus laevis larval crescimento 18 1851 1.71 27 24 1849 163 26 -2.79 56.34 16.28 1.01 -0.59 25.64
Gomez Mestre et al 2010 Phyllomedusidae Agalychnis callidryas larval taxa crescimento 21 0.01 0.00 15 29 0.03 0.00 21 -71.11 4235 8.63 0.20 -0.11 10.74
Gomez Mestre et al 2010 Pipidae Xenopus laevis larval taxa crescimento 18 0.01 0.01 27 24 0.02 001 26 -2.79 56.34 8.63 0.20 -0.11 10.74
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Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval crescimento 22.6 0.13 0.04 100 25.8 0.11 0.04 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval crescimento 22.6 0.13 0.04 100 29.8 0.13 0.03 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval crescimento 22.6 9.49 146 100 25.8 8.58 1.09 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval crescimento 22.6 9.49 146 100 29.8 9.31 2.19 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval taxa crescimento 22.6 0.98 0.37 100 25.8 1.02 0.37 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval taxa crescimento 22.6 0.98 0.37 100 29.8 2.38 1.10 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval tempo desenvolvimento 22.6 74.25 27.52 100 25.8 62.83 14.43 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 B Bufonidae Bufo gargarizans larval tempo desenvolvimento 22.6 74.25 27.52 100 29.8 31.84 10.89 100 101.33 36.67 16.84 1.78 -0.25 16.67
Yu et al 2016 C Dicroglossidae Fejervarya limnocharis larval crescimento 26 0.15 0.05 70 29 0.16 0.06 70 114.02 32.13 16.94 0.05 -0.19 31.99
Yu et al 2016 C Dicroglossidae Fejervarya limnocharis larval crescimento 26 0.15 0.05 70 32 0.15 0.04 70 114.02 32.13 16.94 0.05 -0.19 31.99
Yu et al 2016 C Dicroglossidae Fejervarya limnocharis larval taxa crescimento 26 0.38 0.40 70 29 0.47 0.34 70 114.02 32.13 16.94 0.05 -0.19 31.99
Yu et al 2016 C Dicroglossidae Fejervarya limnocharis larval taxa crescimento 26 0.38 0.40 70 32 0.37 0.19 70 114.02 32.13 16.94 0.05 -0.19 31.99
Yu et al 2016 C Dicroglossidae Fejervarya limnocharis larval tempo desenvolvimento 26 55.22 1825 70 29 4559 2990 70 114.02 32.13 16.94 0.05 -0.19 31.99
Yu et al 2016 C Dicroglossidae Fejervarya limnocharis larval tempo desenvolvimento 26 55.22 1825 70 32 49.69 7.87 70 114.02 32.13 16.94 0.05 -0.19 31.99
Zhao et al 2014 Ranidae Rana kukunoris larval crescimento 12.7 4.08 0.06 5 16.5 4.09 0.05 5 102.55 32.80 12.60 0.84 -0.47 14.68
Zhao et al 2014 Ranidae Rana kukunoris larval crescimento 12.7 5.18 0.04 5 16.5 5.17 0.05 5 102.55 32.80 12.60 0.84 -0.47 14.68
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Figura suplementar S1. Relacdo de parentesco entre as espécies incluidas na meta-analise.
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# Cdodigo do R utilizado para conduzir Meta analise multinivel

# Caodigo obtido em Ximenes et al. 2019 (doi:10.1093/beheco/arz210)
# modificado por Gabriela Alves Ferreira (gabriela-alves77@hotmail.com)
# # # # Script alterado pela ultima vez em 20 de fevereiro de 2021 e funcional na verséo R 4.0.2

#load packages
library(Matrix);library(permute);library(lattice);library(metafor);library(ape);library(picante);
library(phytools)

#set work directory
setwd("~/MESTRADO/Capitulo_MetaAnalise/analises_gab/dados")
list.files()

#import dataset
data<- read.csv("'sobrevivencia_data.csv", head=T, sep=";")

#analysis

dat<- escalc(measure="SMD", nli=n_treat, n2i=n_control,
sdli=sd_treat, sd2i=sd_control, mli=mean_treat,
m2i=mean_control,data=data, append=TRUE, vtype= "UB")

head(dat)

R R R R R R R
#iHHHH PHY LOGENY #######H#
HEHHH BB

phy<-read.nexus("tree_Gab.nexus")
windows()

Ntip(phy)
plotTree(phy,ftype="i",fsize=0.6,lwd=1)

vev.anfib_uni<-vev(phy,cor=T) # Matrix variance-covariance

SR R R R
##### MULTILEVEL META-ANALYSIS ###H##H##H
T R R R R

three_metafor <- rma.mv(yi = dat3yi,
V = dat$vi,
random = list(~ 1 | reference,
~ 1| Obs,
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~ 1| atual_especie),
R=list(atual_especie = vcv.anfib_uni),
Rscale = 3,
data=dat,
test = "t",
method = "REML")
summary(three_metafor)

R
#i#HH HETEROGENITY ###H##H#
T
# 1~ 2 para rma.mv following Nakagawa & Santos 2012 (12 total, 12phylo e 12entre spp):
# s2 € a variacdo dentro do estudo:
s2_fun<-function(vi){
wi<-1/vi
Wi.2<-wi2
k<-length(vi)

pri.ter<-(k-1)*sum(wi)
seg.ter<-(sum(wi)*2)-(sum(wi.2))
s2_obs<-pri.ter/seg.ter
return(s2_obs)

}
s2_rma_mv<-s2_fun(vi = dat$vi)

12_between_study <- three_metafor$sigma2[1]/ (sum(three_metafor$sigma2) + s2_rma_mv)
#Study level 1"2

I2_within_study <- three_metafor$sigma2[2]/ (sum(three_metafor$sigma2) + s2_rma_mv)
#Comparisons level 1"2

I2_phylo <- three_metafor$sigma2[3]/ (sum(three_metafor$sigma2) + s2_rma_mv)
#Phylogeny-level 1"2

12_within <- s2_rma_mv / (sum(three_metafor$sigma2) + s2_rma_mv) #Sampling error
12_total <- 1 - 12_within #Total 1"2

12_total

12_between_study

12_within_study

12_phylo

HEHHEHH B
#iHH#H# PUBLICATION BIAS #iH#H#H#H#H##
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HEHBHHIH BB R

# Egger test
summary(Im(residuals.rma(three_metafor)~weights(three_metafor)))
plot(residuals.rma(three_metafor)~weights(three_metafor))
abline(Im(residuals.rma(three_metafor)~weights(three_metafor)))

# Trim-and-fill:

mea.yi<-as.numeric(unlist(by(dat$yi,INDICES = dat$reference,FUN=mean)))
mea.vi<-as.numeric(unlist(by(dat$vi,INDICES = dat$reference,FUN=mean)))
rma_mea<-rma.uni(yi=mea.yi,vi=mea.vi)

trimfill(rma_mea,estimator="L0")

trimfill(rma_mea,estimator="R0")

SR R T
HiHHH Meta_regression #HHHH
HEH B R

attach(dat)
#correlation Pearson moderators
dat_mods<- na.omit(dat[,29:35])

dat_mods
colnames(dat_mods)<-c("Amp.Chuvas_Atual", "Anoma.TempoProfundo”,
"Anoma.TempoRecente”,  "Temp.max.6kya", "Temp.max.1760", "Temp.max.1999",
"latitude")

correl<- cor(dat_mods, method = "pearson")
round(correl, 2)

library(corrplot)

corrplot(cor(correl), method = “circle")

HH##H# Run meta regression ###H#
#example with latitude#

mods_three_ablat <- rma.mv(yi = filt_lat$yi,

V =filt_lat$vi,
random = list(~ 1 | reference,
~ 1| Obs,

~ 1| atual_especie),
R=list(atual_especie=vcv.anfib_uni),
Rscale = 3,
test = "t",
method = "REML",
mods = ~ latitude)
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summary(mods_three_ablat)

#Pseudo-R2:
1-(sum(mods_three_ablat$sigma?2) /sum(three_metafor$sigma2))

HHHHHHH
#HH#H Sinal Filogenético #t#HH#H
U

setwd("~/MESTRADO/Capitulo_MetaAnalise/analises_gab/dados™)
list.files()

#leia a arvore filogenetica
library(ape)
phy <- read.nexus("tree_Gab.nexus")

#import dataset
dat_so<- read.table("'sobrevivencia_phylosig.csv", head=T, sep=";")

#efeito médio sobrevivéncia

ES_med_so<-as.numeric(unlist(by(dat_so$yi,INDICES =dat_so$atual_especie,FUN=mean)))
#tamanho de efeito médio para as espécies

spp_so<- dat_so$atual_especie

nomes_so<-unique(spp_so)

nomes_so<-nomes_so[order(nomes_so)]

names(ES_med_so)<-nomes_so

library(picante)
dados_pareados_med_so <- match.phylo.data (phy = phy, data = ES_med_so)

#Calculando o sinal filogenético pelo K de Blomberg para cada variavel

library(phytools)

phylosig (x = dados_pareados_med_so$data, tree = dados_pareados_med_so$phy, method =
"K", test = F)

#cortando a arvore para calcular o K nulo
phy_so<- keep.tip(phy, dat_so$atual_especie)
plot(phy_so)

#k simulado
lista.trait_so <- vector(mode = "list", length = 10000)
for(i in 1:10000){
lista.trait_so[[i]] <- fastBM(tree = phy so,a=0, mu=1,sig2 = 1)
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print(i)
}

vetor.Knulos_so <- unlist(lapply(X = lista.trait_so,

FUN = phylosig, tree = phy_so, method = "K", test = F
)
)

hist(vetor.Knulos_so)

# K observado de 0.51 para sobrevivencia
abline(v = 0.512252, Ity = 2, col = "#03C03C")

#calculando o pvalor
sum(vetor.Knulos_so <= 0.512252)/length(vetor.Knulos_so)
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Resumo

Ambientes estressantes podem levar a aceleracdo da metamorfose em detrimento do tamanho
corporal, resultando na ocorréncia de anormalidades morfol6gicas; muitos estudos associaram
a ocorréncia desses fendmenos a polui¢do dos habitats por agrotdxicos e ao estresse térmico.
Aqui, avaliamos como a exposi¢do ao glifosato (Roundup Original DI) e a temperaturas
constantes mais altas afeta a sobrevivéncia de girinos de Boana faber e estimamos 0 CL50gghs
para a populacdo. Além disso, avaliamos como a exposi¢do ao Roundup afeta o crescimento,
morfologia e tolerancia térmica das larvas. Nossos achados sugerem que o Roundup tanto em
doses letais quanto subletais pode afetar a sobrevivéncia das larvas de Boana faber. Também
parece haver um efeito aditivo entre 0 Roundup e 0 aumento da temperatura na sobrevivéncia
das larvas, no entanto, precisamos explorar melhor esse ponto para determinagéo de um padrao,
revelando ser uma questdo promissora a ser investigada no futuro. Observamos efeitos da
exposi¢do cronica ao herbicida na morfologia e crescimento dos girinos, resultando em redugéo
no tamanho corporal e diferengas na forma das larvas. Embora ndo tenhamos recuperado
nenhum efeito direto da exposi¢do ao herbicida no CTMax, observamos uma tendéncia de
aumento do CTMax para girinos expostos ao Roundup, o que precisa ser melhor explorado
com uma ampliacdo do N. A compreensdo de como alteracdes antropicas no ambiente afetam
a persisténcia dos anuros € fundamental para 0 manejo e conservacao das espécies e pode ser
considerada um passo inicial para a formulacao de legislacbes que regulam o uso de herbicidas

no entorno de unidades de conservacao.
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Abstract

Stressful environments can lead to an acceleration of metamorphosis to the detriment of body
size, resulting in the occurrence of morphological abnormalities; many studies have associated
the occurrence of these phenomena with habitat pollution by pesticides and thermal stress.
Here, we evaluate how exposure to glyphosate (Roundup Original DI) and to higher constant
temperatures affects the survival of Boana faber tadpoles and we estimate the CL5096hs for
the population. In addition, we evaluated how exposure to Roundup affects the growth,
morphology and thermal tolerance of the larvae. Our findings suggest that Roundup in both
lethal and sublethal doses can affect the survival of Boana faber larvae. There also seems to be
an additive effect between Roundup and the increase in temperature on larvae survival,
however, we need to further explore this point to determine a pattern, revealing it to be a
promising issue to be investigated in the future. We observed effects of chronic exposure to the
herbicide on the growth and morphology of tadpoles, resulting in a reduction in total length
and differences in the shape of the larvae. Although we have not recovered any direct effects
from exposure to the herbicide on CTMax, we observed a trend of increasing CTMax for
tadpoles exposed to Roundup, which needs to be further explored with an increase in N.
Understanding how anthropogenic changes in the environment affect persistence of anurans is
fundamental for the management and conservation of species and can be considered an initial
step for the formulation of laws that regulate the use of herbicides in the vicinity of conservation

units.
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Introducéo

Diante de uma perspectiva histérica, muitos pesquisadores veem na atual crise da
biodiversidade um sexto evento de extin¢cdo em massa (Wake e Vredenburg 2008). Estressores
antropogénicos como poluicdo, contaminagdo dos habitats, doengas emergentes, mudangas
climéticas e introducao de espécies exoticas tém sido apontados como possiveis causadores do
declinio das espécies, afetando diretamente a sua persisténcia e tornando-as mais suscetiveis a
extingdo (Stuart et al. 2004, Wake e Vredenburg 2008). Muitos organismos possuem a
habilidade de responder & mudancas nas condi¢cdes ambientais com fenotipos ambientalmente
induzidos. Anfibios larvais, por exemplo, podem reduzir seu tempo até a metamorfose e seu

comprimento corporal em resposta a condigdes ambientais adversas (McDiarmid e Altig 1999).

As respostas dos anfibios as mudangas ambientais podem ser mediadas por mecanismos
complexos (Katzenberger et al. 2014). Prever estas respostas com mais precisdo requer o
entendimento de como o estresse provocado por uma mudanga ambiental, como por exemplo,
0 aumento da temperatura da &gua, pode interagir com o estresse induzido por outro tipo de
estressor, como a contaminagdo por poluentes (Pértner e Farrell 2008). E conhecido, por
exemplo, que a toxicidade de alguns poluentes pode ser influenciada por condicfes abidticas
como temperatura e pH, e também pela presenca de outros poluentes (Rand 1995). Para uma
melhor compreensdo dos efeitos dessas ameacas nos anfibios sdo necessarios projetos
experimentais mais complexos e biologicamente realistas que, potencialmente, permitirdo
previsdes mais préximas do que pode ocorrer em ambiente natural (Broomhall 2002, Relyea
2012, Rohr e Palmer 2012). No entanto, a maior parte dos estudos que investigam o efeito da
toxicidade de poluentes ou das mudangas climaticas em anfibios, avaliam os fatores
isoladamente ignorando o possivel efeito sinérgico, aditivo ou antagbnico que pode existir entre

estes estressores (Broomhal 2002).
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A exposicao a poluentes e a temperaturas mais elevadas pode afetar diversos aspectos
fisiologicos e morfoldgicos de anfibios (Bridges 1999, Phillimore et al. 2010, Denoél et al.
2013, Katzenberger et al. 2014). No entanto, 0s mecanismos por tras dessas mudancas sao
diversos e, por vezes, dificeis de determinar (Costa e Nomura 2016). Sob condigdes aquéaticas
agravantes (e.g. lagoa aquecida prestes a secar, ambiente poluido), larvas de anfibios podem
apresentar fenotipos ambientalmente induzidos. Assim, o ambiente ao qual um organismo é
exposto durante seu desenvolvimento inicial larval pode ter efeitos profundos na expressao
fenotipica dos seus gendtipos, de modo que a depender das condi¢Bes ambientais, um Unico
genotipo pode gerar vérios fendtipos (Pigliucci 2001). Nos casos em que a plasticidade
fenotipica aumenta a chance de persisténcia da espécie no novo ambiente, ela pode ser
considerada adaptativa e em escalas de tempo mais longas, pode promover a evolucéo para um
novo fendtipo étimo favorecido pela selegdo direcional (Ghalambor et al. 2007). Por outro lado,
ambientes estressantes também podem induzir a plasticidade ndo adaptativa nos casos em que
reduz a aptiddo dos organismos, podendo levar ao distanciamento do fenétipo 6timo para a

espécie (Katzenberger et al. 2014).

A taxa de crescimento e de desenvolvimento sdo caracteristicas que apresentam alta
plasticidade fenotipica em resposta a ambientes em mudanca (Rohr et al. 2011). Em geral,
girinos submetidos a ambientes estressantes tendem a apresentar tempo de desenvolvimento
mais curto e taxas de crescimento mais rapidas, resultando em um menor tamanho corporal na
metamorfose quando comparados a coespecificos criados em ambientes 6timos. Apesar dessa
estratégia favorecer a persisténcia da espécie sob ambientes estressantes, ela também pode
acarretar em custos fisioldgicos e morfologicos (Gomez-Mestre et al. 2013). O aceleramento
do desenvolvimento ontogenético pode causar anormalidades morfol6gicas nos girinos (e.g.

(Bridges 1999, Egea-Serrano et al. 2012, Costa e Nomura 2016, Bolis et al. 2020),
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potencialmente refletindo em componentes do fitness como crescimento, longevidade e

sobrevivéncia (Mgller 1997).

Além dos efeitos diretos causados por diferentes estressores, também podem ocorrer
efeitos indiretos resultantes da interacdo entre 0 aumento da temperatura e a polui¢do quimica.
A hipotese da sensibilidade toxica mediada pelo clima prevé que o aumento do metabolismo
provocado por temperaturas mais altas pode elevar o impacto dos poluentes em ectotérmicos,
aumentando o gasto de energia para manutencéo das funcionalidades do organismo (Hooper et
al. 2013). Com o0 aumento das taxas metabolicas para desintoxicacéo de poluentes, como metais
pesados ou agroquimicos, a capacidade dos girinos de reagir a0 aumento da temperatura da
4gua se torna limitada (Hallman e Brooks 2015). E conhecido que, sob temperaturas mais altas,
a concentracdo de oxigénio reduz, aumentando as taxas metabdlicas para organismos que se
desenvolvem em locais com temperatura elevada. Esse efeito pode ser biologicamente
irrelevante e afetar de forma muito fraca os individuos, se os custos de manuten¢édo padréo sao
baixos (Hallman e Brooks 2015). No entanto, se 0 organismo tem seu metabolismo (demanda
de oxigénio) elevado pelo aumento da temperatura a0 mesmo tempo que esta exposto a
contaminantes, a sua demanda de energia pode se tornar muito alta e o oxigénio disponivel na
agua pode ndo ser suficiente para atender as demandas respiratorias. O aumento na demanda
por energia pode, portanto, restringir indiretamente a tolerancia térmica superior nesses

organismos (Hallman e Brooks 2015).

Aqui, avaliamos como a exposic¢ao ao herbicida glifosato (Roundup Original DI) afeta
a sobrevivéncia, crescimento, morfologia e tolerancia térmica em girinos de Boana faber.
Tambem estimamos 0 CL50gshs para a populacdo. Além disso, avaliamos como a exposi¢do
combinada a doses subletais de Roundup e a temperaturas constantes mais altas afetam a

sobrevivéncia das larvas. Esperamos um aumento da mortalidade para 0s girinos expostos a
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concentragdes mais altas de Roundup e a temperaturas constantes mais altas (McDiarmid e

Altig 1999, Relyea 2005).

Também esperamos que 0s girinos expostos a doses subletais do herbicida Roundup
apresentem menor tamanho corporal, bem como maiores alteracbes morfologicas (Costa e
Nomura 2016). Além disso, como sugerido pela hipotese de sensibilidade toxica mediada pelo
clima (Hallman e Brooks 2015), hipotetizamos que 0s girinos expostos ao Roundup devem
apresentar menores valores de temperatura critica maxima (CTMax - temperatura na qual a

capacidade de reacdo cessa em animais, caracterizada pela imobilidade) (Taylor et al. 2020).

Material e métodos

Coleta dos individuos e sistema experimental

O sapo martelo (Boana faber) € uma espécie pertencente a familia Hylidae, amplamente
distribuida na América do Sul, e pode ser encontrada tanto em ambientes florestais quanto em
areas abertas ou antropizadas (Martins e Haddad 1988). Coletamos quatro massas de ovos
recém eclodidos em novembro de 2020 e em margo de 2021 em um corpo d’agua l1éntico
(14°55'19,8"S e 39°01'30,4"W, Figura 1) situado no municipio de Ilhéus, Bahia, Brasil. Como
0s casais de B. faber constroem piscinas individuais para cada desova, € possivel afirmar que
cada uma das quatro pertence a diferentes casais. A poca possui vegetacdo herbacea em seu
entorno e ndo ha indicios de uso de agrotdxicos. Transportamos 0s girinos para o Laboratorio
de Herpetologia Tropical da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), onde combinamos
as ninhadas em um Unico tanque de armazenamento (60cm x 40cm x 40cm) contendo 6 litros
de agua desclorada, dissolvendo um potencial efeito parental. Os girinos foram alimentados ad

libitum diariamente com ragéo para peixes ornamentais Alcon colours.
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Os experimentos foram conduzidos em laboratério, sob condi¢fes controladas (25° C,
12h luz/12h escuro), utilizando aquérios de vidro (60cm x 40cm x 40cm) com 2L de &gua
desclorada, sem substrato e sem vegetacdo como unidades experimentais. Todos 0s girinos
utilizados para os experimentos se encontravam acima do estagio 25 de desenvolvimento
(Gosner 1960). Utilizamos como contaminante, em todos os experimentos, uma formulacao
comercial de glifosato (ROUNDUP ORIGINAL DI ®) com 48% de ingrediente ativo. A meia-vida
do glifosato no meio ambiente pode chegar até a 21 dias (Giesy et al. 2000) assim, 0s
experimentos de exposi¢do cronica e aguda tiveram uma unica aplicagdo do contaminante
dentro do periodo avaliado. As doses utilizadas na exposi¢cdo aguda foram baseadas em estudos
recentes que avaliam o efeito de agrotéxicos em larvas de anuros (Jones et al. 2010, Egea-
Serrano et al. 2012, Lajmanovich et al. 2013, Costa e Nomura 2016) enquanto a dose utilizada
na exposicao cronica foi estimada em um teste piloto e confirmada no experimento 1, a fim de
garantir a sobrevivéncia dos individuos e, posterior observacdo dos efeitos subletais do

contaminante quimico.

Experimento 1: exposi¢éo aguda ao Roundup

Apos 20 dias de desenvolvimento desde a eclosdo, expusemos 0s girinos a exposi¢ao
aguda ao Roundup utilizando cinco concentra¢des nominais do herbicida: controle: 0 mg a.i./L;
tratamento 1: 2 mg a.i./L; tratamento 2: 4 mg a.i./L; tratamento 3: 6 mg a.i./L e tratamento 4: 8
mg a.i./L, que correspondem as doses de 4.16, 8.33; 12.5 e 16.66 ul/L, respectivamente. No
controle aplicamos uma dose de 25 ul de agua para evitar um potencial efeito do modo de
aplicacdo do herbicida. Replicamos cada tratamento seis vezes, totalizando 30 unidades
experimentais com 10 girinos cada e dispomos 0s aquarios de modo randomizado.
Examinamos os aquéarios a cada 24 horas, removendo e contabilizando os individuos mortos.

O pH foi aferido no inicio e no final do experimento. Ao atingir 96 horas de exposicéo,
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finalizamos o experimento e registramos o numero total de individuos sobreviventes que,
posteriormente foram eutanasiados em solucdo aquosa de xilocaina, fixados em formalina 10%

e serdo adicionados a colecdo cientifica da Universidade Estadual de Santa Cruz (MZUESC).

Experimento 2: exposi¢ao cronica a temperatura e ao Roundup

Apbs 20 dias de desenvolvimento, os girinos foram alocados em aquérios para avaliacdo
do efeito do aumento da temperatura e do herbicida Roundup. Assim, foram realizadas
combinacdes de dois fatores com dois niveis cada: glifosato (concentra¢cdes nominais de 0 mg
a.i./L e 5.58 mg a.i/L) e temperatura (25° e 32° C). Replicamos cada tratamento cinco vezes,
totalizando 20 unidades experimentais com 15 girinos em cada e dispomos 0s aquarios
aleatoriamente. Utilizamos aquecedores de aquario Hot (5W) para manter a &gua a temperatura
de teste desejada e termostatos Ageon para manter a temperatura constante. Os individuos
mortos foram contabilizados e removidos das unidades experimentais. Apés 14 dias de
exposicdo, finalizamos o experimento e eutanasiamos as larvas sobreviventes seguindo o

mesmo procedimento citado no experimento 1.

Experimento 3: exposic¢éo cronica ao Roundup

Ap6s 20 dias de desenvolvimento, os girinos foram alocados aleatoriamente nos
aquarios e submetidos a exposicéo ao herbicida Roundup sob doses nominais de 5.58 mg a.i/L
para o tratamento com herbicida e 0 mg a.i/L para o controle. Replicamos o tratamento com
glifosato 5 vezes e o controle 4 vezes, totalizando 9 unidades experimentais com 20 girinos em
cada. Apo6s 10 dias de exposicdo, finalizamos o experimento e coletamos aleatoriamente entre
5 e 6 girinos de cada unidade experimental para realizacdo das analises morfoldgicas,
totalizando 25 girinos para cada tratamento. As larvas foram eutanasiadas seguindo o
procedimento citado no experimento 1 e, em seguida, foram posicionadas em um pequeno

aquario com gel de ultrassom e agua para obtencéo de imagens em vista dorsal e lateral. Para
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isso, uma camera digital foi posicionada em um tripé a 30 cm de altura. Analisamos as imagens
no software ImageJ aferindo as seguintes medidas lineares: comprimento total do girino (CTG),
comprimento do corpo (CCO), altura do corpo (AC), comprimento da cauda (CCA), altura
méaxima da cauda (AMAC), altura da musculatura caudal (AMUC). Os girinos restantes foram
mantidos vivos nas unidades experimentais para aferi¢cdo de sua tolerancia térmica atraves da

temperatura critica maxima (CTMax).

Temperatura critica maxima

Para obter o CTMax das larvas e avaliar se a exposi¢do ao glifosato afeta a tolerancia
térmica dos individuos, seguimos o protocolo proposto por (Lutterschmidt e Hutchison 1997).
A massa de cada girino foi aferida antes do inicio do teste de tolerancia térmica. Expusemos
12 girinos de cada tratamento do experimento 3 a uma taxa de aquecimento constante de 0.25
°C/min’! até que atingissem a temperatura critica maxima. O ponto final do experimento foi
definido pela auséncia de reacdo dos girinos (imobilidade total) apds a estimulos externos
(Gutiérrez-Pesquera et al. 2016). Ap6s o término dos testes, os girinos foram transferidos para
agua em temperatura ambiente (aproximadamente 25° C), onde foram alocados para
recuperacdo por um periodo de 24 horas. Individuos mortos dentro das 24 horas foram

excluidos das andlises por considerarmos que poderia sobre- estimar o CTMax.

Morfometria geométrica

As variacgdes nas formas dos girinos foram aferidas por meio de técnicas de morfometria
geométrica. Este método permite avaliar a variacdo nos forma dos individuos em um sistema
de coordenadas representado em um plano cartesiano (Monteiro e Reis 1999). Para acessar
diferencas na forma, digitalizamos 24 landmarks e semilandmarks em 29 individuos de cada
tratamento do experimento 3, através dos programas tpsUtil (Rohlf 2009) e tpsDig2 (Rohlf
2008). Para definicdo dos landmarks seguimos Katzenberger et al. (2014), mas excluimos o
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ponto 8 devido as diferencas morfologicas entre B. faber e a espécie de referéncia (Hyla

versicolor).

Anadlises estatisticas

Utilizamos uma regressdo pelo método probit (Finney 1971) para estimar a
concentragdo letal de Roundup Original DI para 50 % da populacdo (CL509sh). Avaliamos o
efeito da exposicéo a temperatura e a0 Roundup na sobrevivéncia das larvas através de uma
Andlise de Variancia (ANOVA two way), seguido pelo teste a posteriori de Tukey. Essa

analise foi realizada para o trés momentos de afericdo da sobrevivéncia do experimento 2.

Avaliamos se os dados de tamanho corporal e tolerancia térmica superior obtidos no
experimento 3 seguiam 0s pressupostos de normalidade e homocedasticidade e conduzimos
um Test T para amostras independentes para avaliar como essas variaveis sdo afetadas pelo
glifosato. Como todas as medidas lineares estavam correlacionadas com o comprimento total

dos girinos, utilizamos apenas esta variavel como proxy do crescimento.

O efeito do herbicida na sobrevivéncia das larvas foi avaliado através do teste de Mann-
Whitney-Wilcoxon, visto que os dados ndo atendiam os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade. Testamos se 0 CTMax estava correlacionado com a massa (mg) dos girinos
através do coeficiente de correlagdo de Pearson. Para avaliar as variagcbes na morfologia das
larvas sem efeitos do tamanho, posicao e orientacdo, aplicamos um método de sobreposicéo de
Procrustes utilizando os 24 landmarks. Depois, aplicamos uma analise discriminante para
avaliar se existe diferenca na forma de girinos expostos ao Roundup quando comparados ao
controle. Todas as analises de forma foram realizadas no software MorphoJ (Klingenberg
2011) e as demais analises foram conduzidas no ambiente R (R core Team 2021). Os gréaficos
apresentam media e desvio padrdo como medida de variancia. Consideramos um nivel de

significancia de 0.05.
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Permissao

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Santa Cruz (processo n° 018/19), seguindo as normas emitidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Os animais foram

coletados e transportados sob autorizacdo do SISBIO-ICMBio (n° 73441-1).

Resultados

O CL50gehs estimado para a populacéo de Boana faber foi de 7.45 mg a.i./L (15.5 ul/L).
O pH e a temperatura da agua foram mantidos constantes durante a exposicdo (pH = 6.8 +-
0.58; temperatura = 25.69 +- 0. 65° C). O experimento que avalia o efeito da exposicdo ao
Roundup juntamente com temperaturas mais altas, havia sido planejado para explorar os efeitos
subletais dos dois estressores, contudo a temperatura utilizada (32°C) combinada ao Roundup
(5.58 mg a.i./L) provocou um efeito agudo extremo nas taxas de sobrevivéncia dos girinos,
visto que com apenas quatro dias de exposicao, todos os girinos distribuidos nas réplicas deste

tratamento ja estavam mortos (Tabela 2, Figura 2).

As larvas expostas ao herbicida Roundup apresentaram reducéo significativa em sua
sobrevivéncia (t = 20, p <0.0001, Tabela 1, Figura 3a). Além disso, foi observada reducdo no
comprimento total, (p <0.0001), com média de 15.57 mm, enquanto as larvas do controle
apresentaram em média, 18.56 mm de comprimento (Tabela 1, Figura 3b). Nao encontramos
diferenca significativa na temperatura critica maxima (CTMax) das larvas expostas ao
Roundup quando comparadas ao controle (t=-2.13, df = 13.02, p = 0.051, Tabela 1, Figura 3c),
embora tenhamos observado uma tendéncia ao aumento do CTMax para larvas expostas ao

Roundup. A massa das larvas néo foi correlacionada com o CTMax (Pearson=-0.06, p = 0.78).
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A andlise discriminante mostrou que a exposi¢do ao Roundup afeta a morfologia das larvas (p

=0.02,t = 510.59, Figura 4).

Discussao

Nossos resultados sugerem que a exposi¢do combinada ao Roundup e a temperaturas
constantes mais altas pode reduzir mais fortemente a sobrevivéncia das larvas do que a
exposicdo aos fatores isolados, no entanto, mais testes precisam ser realizados para confirmar
a existéncia do efeito aditivo. A exposicao subletal ao herbicida também pode provocar efeitos
morfoldgicos pronunciados nas larvas, como reducdo no tamanho corporal e alteracdes na
forma dos individuos. O CTMax das larvas expostas ao Roundup foi ligeiramente mais alto do

que dos individuos do controle, mas ndo encontramos efeitos significativos.

O CL50gshs para a populacéo de Boana faber (7.45 mg a.i./L) é considerado alto quando
comparado ao CL50 para outras espécies de anfibios expostas ao Roundup. Por exemplo, Jones
et al. (2010) encontraram um CL50 de 2.44 mg a.i./L para girinos de Rana sylvatica (Ranidae)
e de 2.30 mg a.i./L para girinos de Bufo americanus (Bufonidae) expostos ao Roundup Original
MAX durante 7 dias. Costa e Nomura (2016) estimaram o CL509shs €m 2.13 mg a.i./L para
larvas de Physalaemus cuvieri (Leptodactylidae) expostas ao Roundup Original com 48% de
ingrediente ativo, enquanto Simioni et al. (2013) encontraram um CL50gehs de 5.38 mg a.i./|

para larvas de Physalaemus albonotatus (Leptodactylidae).

Ja as larvas de Xenopus laevis estudadas por Perkins et al. (2000), apresentam um CL50
extremamente alto (9.3 mg a.i./L) quando expostas ao Roundup com 356 g de &cido glifosato
por litro, assim como foi demonstrado para Physalaemus centralis (Leptodactylidae) com
CL5096hs de 19.7 mg a.i./L. Assim, fica evidente que o Roundup pode ter efeitos distintos a
depender da espécie utilizada como modelo, da formulacdo aplicada no bioensaio e das
diferencas metodoldgicas entre estudos (e.g. mesocosmos e experimentos em laboratorio,
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diferencas na quantidade de individuos por unidade experimental), dificultando a classificacdo
das espécies mais susceptiveis ao herbicida (Mann et al. 2009) e limitando a comparagéo da

toxicidade do Roundup entre diferentes espécies.

A exposicdo ao Roundup nédo afetou apenas a sobrevivéncia das larvas, mas também
provocou efeitos subletais morfoldgicos em Boana faber. Aqui, observamos uma forte reducao
no comprimento total e alteracdes pronunciadas na forma das larvas como consequéncia da
exposicdo ao Roundup. Como ja é conhecido, os girinos possuem capacidade de dispersao
extremamente limitada e precisam se adaptar ao estresse ambiental para conseguir sobreviver
nos locais escolhidos pelos parentais (McDiarmid e Altig 1999). A plasticidade nas
caracteristicas metamorficas pode ser considerada uma forma de “driblar” condigdes
ambientais estressantes, embora possa resultar em custos morfoldgicos, fisioldgicos e de

historia de vida para as larvas (Gomez-Mestre et al. 2013).

Girinos que se desenvolvem em ambientes estressantes podem ter aumentos na
producdo dos hormonios do estresse que, subsequentemente, interagem com 0s hormonios da
tireoide (HT), principais responsaveis pela chegada a metamorfose, aumentando a producéo de
HT e acelerando o tempo metamérfico (Tata 2008, Laudet 2011). No entanto, apesar de
permitir a sobrevivéncia, a reducdo no tamanho corporal e no tempo até a metamorfose pode
ter efeitos diretos no fitness dos individuos (Gomez-Mestre et al. 2013). O menor tamanho na
metamorfose pode impactar a selecdo sexual e o sucesso reprodutivo dos adultos, afetando por
exemplo, 0 sucesso de acasalamento e a quantidade e o tamanho dos ovos produzidos pelas
fémeas (Mays et al. 2006, Hayes et al. 2010). Portanto, mesmo que os individuos consigam
sobreviver sob doses subletais, sua aptiddo pode estar seriamente comprometida refletindo na

persisténcia da populacédo a longo prazo.
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O efeito dos contaminantes quimicos na fisiologia térmica dos ectotérmicos ainda
precisa ser melhor explorado para delinear as implicagdes gerais dos impactos do Roundup na
tolerancia térmica superior. Patra et al. (2007) por exemplo, demonstraram que a exposi¢do ao
inseticida Endosulfan pode reduzir a CTMax em peixes. Por outro lado, Katzenberger et al.
(2014) demonstraram que a exposi¢do ao Roundup ndo afeta 0 CTMax das larvas de Hyla
versicolor. Em nossos experimentos observamos um aumento no CTMax para os individuos
de Boana faber, resultado que contrasta com os resultados encontrados por Katzenberger et al.
(2014) para H. versicolor. Esses resultados sugerem que o efeito dos contaminantes quimicos
na fisiologia térmica dos ectotérmicos pode depender do tipo e concentra¢do do contaminante
utilizado, da formulagcdo do contaminante e do modo como ele afeta os organismos

(Katzenberger et al. 2014).

O surfactante presente nas formulacdes comerciais de Glifosato, por exemplo, pode
causar mais danos do que o proprio principio ativo e aumentar a toxicidade do herbicida (Giesy
et al. 2000). A formulacdo com a qual trabalhamos (Roundup Original DI) difere daquela
utilizada por Katzenberger et al. (2014) (Roundup Power Max), o que pode explicar diferencas
entre nossos resultados. Além disso, embora as espécies pertencam a mesma familia (Hylidae),
elas sdo de subfamilias e géneros diferentes, o que também pode explicar diferencas que
encontramos no efeito do Roundup no CTMax das larvas. Como tivemos um N baixo para cada
tratamento (N=9), mais testes sdo necessarios, com um N maior, e até mesmo com outras
ferramentas para investigar o que ocorre fisiologicamente para causar a maior tolerancia. Uma
hipbtese seria que a exposicdo ao Roundup induz a secrecdo de proteinas de choque térmico
(Heat Shock Proteins — Hsp) e por isso a CTMax é alcancada em temperaturas mais altas nos
individuos expostos a algum tipo de contaminante (Chen et al. 2018, Wang et al. 2019, Melo

et al. 2020).
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Parece existir um efeito aditivo muito forte entre a temperatura constante mais alta e a
exposicao subletal ao Roundup na sobrevivéncia das larvas de Boana faber, mas isso precisa
ser melhor explorado com mais experimentos. Observamos que a sobrevivéncia das larvas
reduziu bruscamente no tratamento que combina o efeito da temperatura e do Roundup, sendo
muito superior & mortalidade registrada para as larvas expostas aos fatores isoladamente. A
temperatura que utilizamos representa um aumento alto e constante, que dificilmente serd
encontrado em ambientes naturais no futuro, principalmente na regido Tropical. As mudancas
ambientais esperadas com as alteragdes climaticas incluem eventos extremos de temperatura
com picos de aquecimento mais frequentes e aumentos nas ondas de calor (Schar et al. 2004).
No entanto, ndo existe consenso ainda se, em geral, as médias térmicas se manterdo em niveis
mais altos do que os relatados hoje, durante as préximas décadas. Portanto, o estresse térmico

que simulamos pode ndo ser uma representacdo realista do que acontecera em ambiente natural.

Além disso, como observado por (Katzenberger 2014) a temperatura 6tima (32.12°C)
para Boana faber esta muito proxima do estresse térmico ao qual submetemos os girinos (32°
C), o que pode explicar o efeito agudo extremo da temperatura na sobrevivéncia. Para 0s
girinos, € muito custoso estar sob temperaturas muito proximas a sua temperatura 6tima, porque
um pico de aquecimento pode aproximar os individuos do seu CTMax e acarretar em custos
para a sua persisténcia (Deutsch et al. 2008). A alta taxa de mortalidade no experimento que
combina o efeito do Roundup e do estresse térmico também pode estar relacionada a
diminuicdo na quantidade de oxigénio causada pelo aumento da temperatura da agua (Freitas
e Almeida 2016). Girinos expostos a temperaturas mais altas podem sofrer maior estresse
oxidativo como consequéncia do aumento no metabolismo e na maior demanda por oxigénio

(Margarido et al. 2013, Freitas e Almeida 2016).

Conclusao
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Nossos achados sugerem que o Roundup tanto em doses letais quanto subletais pode
afetar a sobrevivéncia das larvas de Boana faber. Também parece haver um efeito aditivo entre
0 Roundup e 0 aumento da temperatura na sobrevivéncia das larvas, no entanto, precisamos
explorar melhor esse ponto para determinagdo de um padréo, revelando ser uma questdo
promissora a ser investigada no futuro. Observamos efeitos da exposi¢do cronica ao herbicida
na morfologia dos girinos, resultando em redugdo no tamanho corporal e diferencas na forma
das larvas. Embora ndo tenhamos recuperado nenhum efeito direto da exposigéo ao herbicida
no CTMax, observamos uma tendéncia de aumento do CTMax para girinos expostos ao
Roundup, o que precisa ser melhor explorado com uma ampliacdo do N. A compreensdo de
como alteracBes antropicas no ambiente afetam a persisténcia dos anuros é fundamental para o
manejo e conservacgdo das espécies e pode ser considerado um passo inicial para a formulacéo

de legislacdes que regulam o uso de herbicidas no entorno de unidades de conservacao.
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Figura 1. Mapa da regido de coleta da populacéo de Boana faber utilizada neste estudo.
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Figura 2. Porcentagem de girinos sobreviventes a exposi¢do ao herbicida Roundup (5.58 mg
a.i./L) e a temperatura constantes mais altas (32° C) durante 14 dias. Nenhum girino do

tratamento com temperatura e glifosato sobreviveu ao final do experimento.
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Figura 3. Sobrevivéncia (a), tamanho corporal (b) e (c) CTMax de girinos expostos ao
Roundup (5.58 mg a.i./L) durante 10 dias. O grafico apresenta média e desvio padrao.
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Figura 4. Grades de transformacgdo com landmarks e semilandmarks (pontos pretos) e vetores

mostrando a direcdo da variacéo; b) comparacgéo de desenhos da forma para cada tratamento.

As linhas cinzas representam a forma do consenso de Procrustes dos girinos expostos ao

controle e ao glifosato.
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Tabelas

Variavel t Teste estatistico Gl p-valor

CTMax -2.14 Teste T 13.03 0.05
Comprimento total 5.89 Teste T 47.98 <0.0001

Survival 20.00  Mann-Whitney-Wilcoxon 0.01

Tabela 1. Resultados do teste utilizado para inferir o efeito de doses subletais do Roundup na

sobrevivéncia, crescimento e tolerdncia térmica de larvas de Boana faber. Gl- graus de

liberdade.
Tempo de exposi¢do Estressores Gl Soma Sq Média Sq F P
Temperatura 1 5.34 5.34 48.38 <0.001
. - Glifosato 1 1.37 1.37 12.43 <0.001
14 dias de exposicdo ;
Temperatura: glifosato 1 0.85 0.85 7.72 0.01
Residuos 16 1.77 0.11

Tabela 2. Resultados da ANOVA sobre a influéncia da exposi¢do ao Roundup e do aumento
da temperatura sobre a sobrevivéncia de larvas de Boana faber, considerando também a
interacdo dessas variaveis de forma combinada. Valores em destaque representam resultados

para os quais p < 0.01. G.I. - graus de liberdade.
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CONCLUSAO GERAL

A temperatura dita o ritmo de diversos processos bioquimicos e fisiologicos das larvas
de anuros, sendo um dos principais responsaveis por determinar taxas de desenvolvimento e
crescimento, embora outros estressores como presenca de poluentes na dgua sejam claramente
importantes. Os resultados obtidos no capitulo 1 confirmam o padrdo j& conhecido da
Temperature size-rule sob organismos aquaticos, demonstrando que que girinos e embrides que
se desenvolvem em temperaturas relativamente mais altas atingem a metamorfose e a ecloséo
mais cedo. Também observamos que espécies tropicais podem ter sua sobrevivéncia e
desenvolvimento mais afetados pelas mudancas climéaticas do que espécies temperadas,
confirmando as descobertas encontradas em trabalhos anteriores, que prevéem maior
vulnerabilidade as alterac6es climaticas para espécies de latitudes mais baixas. Contudo, como
poucos estudos foram realizados na regido tropical e relativamente poucas espécies foram
estudadas, ainda precisamos explorar melhor o efeito da temperatura, considerando espécies
de ambientes montanhosos, savanas e vegetacdo xeromdrfica, para que tenhamos evidéncias

concretas que permitam delinear com maior confiabilidade padrfes gerais do estresse térmico.

Os resultados do capitulo 1 também mostram que parece existir alto potencial
adaptativo para girinos expostos ao estresse térmico para quase todos os tracos avaliados, visto
que o crescimento, tempo de desenvolvimento e a taxa de crescimento apresentam alta
labilidade. No entanto, uma questdo chave é compreender se 0 tempo necessario para evolucéo
dos tragos é rapido o bastante para que a espécie persista as mudancas climaticas. Para o
crescimento, por exemplo, observamos que 0 tempo necessario para que a evolucdo dos
atributos ocorra é extenso, de aproximadamente 6 mil anos. Portanto, em uma escala
filogenética a evolucdo dos atributos pode ser considerada relativamente rapida, mas

considerando a escala de mudancas climaticas, as espécies poderdo ndo conseguir se adaptar.
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Os achados do capitulo 2 sugerem que o0 Roundup tanto em doses letais quanto subletais
pode afetar a sobrevivéncia das larvas de Boana faber. Também parece haver um efeito aditivo
entre 0 Roundup e 0 aumento da temperatura na sobrevivéncia das larvas, no entanto, mais
experimentos precisam ser realizados para determinacdo de um padrdo. Nossos resultados
também demonstram que a exposi¢do cronica ao Roundup pode reduzir o comprimento total
das larvas e causar diferencas na forma dos individuos, como demonstrado em trabalhos
anteriores. Nao encontramos nenhum efeito direto da exposicéo ao herbicida no CTMax das
larvas, embora tenhamos observado uma tendéncia de aumento do CTMax para girinos
expostos ao herbicida. Portanto, precisamos explorar melhor essa questdo com uma ampliagéo
do N para confirmar este efeito. Somente a partir da integracdo adequada entre resultados
experimentais, ecologia e evolugcdo poderemos prever com mais clareza os impactos de

estressores antropogénicos sobre a biodiversidade e tentar mitigar parte deles.
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