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Abstract

Faced with the current biodiversity crisis that can be compared to a sixth event
of mass extinction, studies that seek to understand how factors related to environmental
changes from human activities are very important for conservation policies. The increase
in temperature and water stress are associated with global warming and are some of the
threats that contribute to the increase in the local and global extinction rates of the species.
The increase in temperature and water stress associated with global warming are some of
the threats that contribute to the increase in local and global species extinction rates,
especially amphibians, which are very sensitive to environmental changes due to their
intimate relationship with the habitat and climatic conditions such as temperature and
humidity. We evaluated experimentally the impacts on mortality, growth, development
and floating asymmetry of tadpoles of D. minutus, due to the increase of temperature and
water stress. Experiments with mesocosms can help in understanding the real effects of
climate change, since they present a degree of realism and facilitate the isolation of
environmental variables. Our results showed higher mortality rates and lower body
development levels in water heating treatments. The stages of development were not
influenced by any factor that was submitted, remaining constant in all treatments, as well
as levels of floating asymmetry, which did not present differences between treatments for
any of the structures analyzed. High temperatures may be a considerable source of
physiological stress on tadpoles, constituting possibly an important selection pressure,
which has favored the adaptive evolution in its maximum thermal tolerances. The
synergistic effects involved in global climate change are little known and appear to have
a large effect on species persistence, and understanding the biological responses
generated by such effects is a challenge for future studies related to environmental

changes.

Key-words: Climate change, environmental impacts, amphibians, experiment and

Mesocosms.



Resumo

Frente a crise da biodiversidade atual que pode ser comparada a um sexto evento
de extingcdo em massa, estudos que buscam a compreensdo de como fatores relacionados
as alteracOes ambientais advindas das atividades humanas séo de total importancia na
tomada de decisbes sobre conservacdo. O aumento da temperatura e o estresse hidrico
associados ao aquecimento global, sdo algumas das ameacas que colaboram para o
incremento nas taxas de extin¢des locais e globais das espécies. Os anfibios sdo um grupo
muito sensivel as alteragdes ambientais devido a sua intima relagdo com o habitat e com
as condices climaticas como a temperatura e a umidade. Neste trabalho buscamos avaliar
0s impactos na mortalidade, crescimento, desenvolvimento e assimetria flutuante de
girinos de D. minutus, em funcdo do incremento de temperatura e do estresse hidrico.
Experimentos com mesocosmos podem auxiliar no entendimento dos reais efeitos frente
as mudangas climaticas, pois apresentam um grau de realismo e facilitam o isolamento
de varidveis ambientais. Em nossos resultados obtivemos taxas de mortalidade maiores e
niveis de desenvolvimento corporal menores nos tratamentos com aquecimento da agua.
Os estagios de desenvolvimento ndo tiveram influéncia de nenhum fator a qual foi
submetido, se mantendo constantes em todos os tratamentos, assim como 0s niveis de
assimetria flutuante, que ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos para nenhuma
das estruturas analisadas. Temperaturas elevadas podem ser uma fonte consideravel de
estresse fisiologico sobre girinos, constituindo possivelmente uma importante pressao de
selecdo, que tem favorecido a evolugdo adaptativa em suas tolerancias térmicas maximas.
Os efeitos sinérgicos envolvidos nas mudancas climaticas globais séo poucos conhecidos
e parecem ter um grande efeito na persisténcia das espécies, e o entendimento das
respostas bioldgicas geradas por tais efeitos sdo um desafio para estudos futuros

relacionados a alteragcdes ambientais.

Palavras chave: Mudancas climaticas, impactos ambientais, anfibios, experimento e

Mesocosmaos.






Introducéo

Né&o ha duvidas de que estamos passando por uma crise na biodiversidade mundial,
com altos indices de extin¢cdes de espécies em um curto espaco de tempo, sendo tratado
por diversos pesquisadores como um sexto evento de extingdo em massa (Wake &
Vredenburg, 2008; Barnorsky et al. 2011). A perda da quantidade e qualidade dos habitats
e 0 aquecimento global, acelerado por fatores associados as agdes antropicas, afetam
diretamente a sobrevivéncia e persisténcia dos organismos (Fonseca et al. 2008; IPCC
2014), onde as alteragcdes nos fatores bidticos e abidticos do ecossistema resultam em
mudancas na fenologia e distribuicdo geogréafica de vérias espécies (Parmesan & Yohe
2003).

Os diferentes tipos de estresse ambiental podem gerar diferentes tipos de respostas
e consequéncias ecoldgicas aos ecossistemas naturais. O aumento da temperatura, a
alteracdo e perda de habitats naturais, 0 aumento de gases poluentes e a variagdo no
regime hidrico sdo algumas das alteraces advindas das atividades humanas que podem
ter efeitos na biologia das espécies e na estrutura, dindmica e padrdes de populacdes e
comunidades (Sanseverino & Nessimian, 2008; Pereira et al., 2010). Dentre as principais
ameacas a manutencdo da biota, o impacto de uso das terras e a alteragdo do habitat daréo
lugar as mudancas climaticas como sendo a principal ameaca as tendéncias populacionais
da biodiversidade (Lemoine et al., 2007), pois esta, devera aumentar ao longo do tempo,
afetando a temperatura e ocasionando mudancas na precipitacdo, fatores que sdo
essenciais na determinacdo dos efeitos de perda e fragmentacdo de habitat (Mantyka-
Pringle et al., 2011).

Os impactos ecoldgicos das mudancas climaticas na diversidade biol6gica podem
atingir varios niveis troficos, nas mais variadas formas e intensidade (Bellard et al., 2012).
A primeira questdo a ser debatida é se os organismos terdo capacidade de se adaptar
rapido o suficiente para acompanhar a velocidade das mudangas do clima, persistindo ao
longo do tempo no “novo” ambiente (Lavergne et al., 2010; Salamin et al., 2010).
Hoffman & Sgro (2011) sugerem que a capacidade de alterar suas necessidades
fisiolégicas e morfoldgicas (plasticidade fenotipica adaptativa), muita das vezes é mais
significativa do que a sua contribui¢cdo genética, quando se refere a impactos das
alteracdes climaticas, pois essas mudancas requerem uma rapida resposta dos organismos

sob pressdo. Outra questdo e de total importancia é a de que, se 0s organismos persistirem



ao longo do tempo, quais serdo suas respostas em relacdo as mudancas no clima e nas
condicBes referentes ao habitat. ModificacGes nas relagdes inter-especificas, declinios
populacionais e a reducédo da biodiversidade genética, por exemplo, modificam a estrutura
da comunidade, altera a rede de interacdes, promovendo uma modificacdo no
funcionamento do ecossistema e dos servicos ecossistémicos (Lafferty 2009;Gilman et
al., 2010; Walther, 2010; Yang & Rudolf, 2010). Bellard et al. (2012) afirma que a
biodiversidade pode responder de varias maneiras, atraves de varios tipos de mecanismos.
Por exemplo, estudos demostram que, para 0s organismos ectotérmicos, a temperatura
pode ser um dos fatores mais impactantes, afetando o desenvolvimento e crescimento
destas espécies (Huey & Stevenson, 1979; Pandian & Marian, 1985b; Van der Have &
Jong, 1996; Blouin & Brown, 2000; Orizaola & Laurila, 2009b).

O grupo dos anfibios € um dos mais ameacgados, especialmente devido a alta
sensibilidade associada as suas caracteristicas fisiologicas, ecoldgicas e de historia de
vida que os tornam altamente suscetiveis ao aumento da temperatura global e das
condicdes referentes a qualidade do habitat (Collins & Storfer 2003; Cushman, 2006;
Dawson et al., 2011; Huey et al., 2012). Alterac6es neste ambito podem afetar o fitness
das espécies e consequentemente as interacdes intra e interespecificas (e.g. predacao,
competicdo), podendo gerar mudancas nas dindmicas populacionais e na estrutura das
comunidades (Goldstein et al., 2017). O aumento da temperatura global reflete em
alteracOes nas condi¢des ambientais necessarias para a ocorréncia e manutencao do modo
de vida dos anfibios, como por exemplo, a reducao do volume d’agua dos cursos hidricos
(especialmente corpos d’agua temporarios), redugao na disponibilidade de alimento, além
da maior perda de agua corporea, podendo ter efeitos negativos sobre a taxas de
sobrevivéncia, de aptiddo competitiva e reprodutiva das espécies (Moore & Gatten,
1989). As larvas de anuros possuem uma alta plasticidade fenotipica e podem expressar
diferentes fendtipos de acordo com as diferentes condigfes ambientais, como por
exemplo, com o0 aumento da pressdo de competi¢do, predacdo e/ou em resposta as
perturbacdes ambientais (Altig & McDiarmid, 1999a, b; Relyea, 2002; Miner et al.,
2005). Devido a sua histdria de vida, 0os girinos permanecem por mais tempo nos
ambientes reprodutivos em relagdo aos adultos, sendo considerados entdo como bons
modelos na investigacdo dos processos ecoldgicos, bem como nas relagdes entre
mudangas globais e seus impactos para a biodiversidade (Eterovick & Barata, 2006;
Andrade et al. 2007; Becker et al., 2017).



Uma ferramenta usualmente utilizada para o monitoramento das alteracfes
ambientais é a assimetria flutuante (AF), que se fundamenta nos desvios no
desenvolvimento ontogenético de caracteres bilaterais (Palmer & Strobeck 1986;
Sanseverimo & Nessimian, 2008). Essa ferramenta baseia- se na medi¢do de uma série
de caracteristicas discretas e/ou continuas, em ambos os lados dos individuos de uma
mesma espécie, com intuito de observar se um determinado fator externo estressante
influencia o desenvolvimento ontogenético dos mesmos (Hogg et al., 2001). Alguns
estudos tém demonstrado uma relagéo positiva entre os indices de assimetria flutuante e
0s niveis de perturbacdo antrépica em diversos grupos (Palmer, 1994; Wright & Zamudio
2002; Delgado-Acevedo & Restrepo, 2008; Costa & Nomura, 2016; Costa et al., 2017) e
sugerem que 0 aumento nas frequéncias de assimetria flutuante ao longo do tempo pode
gerar impactos negativos na homeostase das populacées, como declinios populacionais e
aumento nas taxas de extingGes locais (Markow, 1995). Estudos com a utilizacdo dessa
ferramenta (AF) podem demonstrar se existe uma resposta dos organismos em relagéo
aos fatores estressantes (e.g. aumento da temperatura da agua, estresse hidrico),
possibilitando inferéncias e previsdes destes efeitos em cenarios futuros. Alteraces nesse
ambito podem ter influéncias na dindmica das populacGes/comunidades e
consequentemente alteracfes nas teias troficas, tendo consequéncias diretas e indiretas
para o funcionamento dos ecossistemas e dos servigos ambientais prestados. As lacunas
de conhecimento sobre as caracteristicas das espécies e de como elas sdo influenciadas
pelas alterac6es do ambiente, principalmente as oriundas de acdo antrépica sdo um dos
desafios para o entendimento sobre quais as reais ameacas a biodiversidade e de como
podemos minimizar tais efeitos. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a
mortalidade, o crescimento (tamanho do corpo), o estdgio de desenvolvimento e 0s
indices de assimetria flutuante em girinos de uma espécie de anuro em relacdo as
mudangas na temperatura e no volume de agua. Espera-se que a temperatura aumente a
velocidade de metamorfose, em detrimento do tamanho dos individuos, assim como o
estresse hidrico, e que estes fatores aumentem os indices de assimetria flutuante nos

girinos de D. minutus, pois sdo fatores de alta pressao de selecéo.
Material e Métodos

Coleta de dados



Foram coletados 10 casais em amplexo da espécie Dendropsophus minutus
(Peters, 1872) em um corpo d’agua de hidroperiodo Iéntico, localizado na regido Sul da
Bahia, municipio de Marad, Brasil. A poca estava inserida em um ambiente de area aberta
e arenosa, com vegetacdo herbacea-arbustiva, caracterizada como brejo de restinga
(Widmer, 2009). Cada casal foi acondicionado em sacos plastico com agua para postura
dos ovos. Apos a desova, 0s casais foram soltos em seus respectivos habitats de coleta.
Em laboratério, armazenamos as desovas aquarios de vidro (100cm X 80cm X 60cm)
com agua descloretada para posterior ecloséo e aleatorizacdo dos girinos, reduzindo um
potencial efeito parental no experimento. Os girinos foram mantidos nos aquarios de
armazenamento a uma temperatura ambiente de 25° C e alimentados com ragéo de peixe
(AlconBasic MEP 200) até atingirem o estagio de desenvolvimento 25 (sensu Gosner,
1960).

Sistema de estudo

Como unidades experimentais (U.E.) utilizamos mesocosmos criados em caixas
d’4gua de polietileno (100L). Em cada mesocosmo foi adicionado 90L d’agua
(descloretada), 2kg de areia (substrato), 0.25m2 de Salvinia auriculata (samambaia
aquatica), além de 200ml d’4gua coletados dos corpos d’agua em que foram retirados. A
agua coletada nos corpos d’agua serviu como fonte de alimento para os girinos com a
proliferacdo de zoo e fito plancton. As U.E. foram cobertas com telas plasticas para evitar
a entrada de outros organismos e posicionados sob uma mesma condicdo de
sombreamento. Apds a montagem, os mesocosmos foram monitorados por trinta dias para
estabilizacdo da biota. O pH e temperatura foram monitorados a cada dois dias e apés a
estabilizacdo dos mesocosmos (i.e., similaridade de condi¢fes abioticas entre eles) foi

realizado o experimento.

A priori, adicionamos 25 girinos em cada U.E., coletados aleatoriamente no
aquario de armazenamento. Os girinos foram aclimatados nos mesocosmos por 48 horas
antes do inicio da experimentacdo. Para executar o experimento aplicamos 0s seguintes
tratamentos em relagdo ao aumento na temperatura e a reducdo do volume d’agua: C =
temperatura ambiente + 90L d’4gua (controle); T1 = temperatura alta + 90L d’agua
(aquecimento da agua); T2 = temperatura ambiente + 20L d’agua (estresse hidrico); T3 =
Temp. Alta + 20L d’agua (estresse hidrico e aquecimento da dgua). Nos tratamentos

associados ao aumento da temperatura (i.e. Temp. Alta), utilizamos um cenario mais



pessimista apresentado pelo relatério de IPCC (2014), onde teremos um aumento da
temperatura média de 4,8°C ainda para este século. Sendo assim, 0s tratamentos com as
temperaturas altas variaram entre 29 - 30°C, e os tratamentos com a temperatura ambiente
(controle) variaram de 24 - 25°C. Embora essas previsdes correspondam as medidas do
ar, estudos demonstram que as temperaturas do ar se correlacionam bem com a
temperatura da &gua em corregos e lagos (Livingstone & Lotter, 1998; Webb et al., 2003)
Utilizamos controladores de temperatura AquaTerm AT-1 para manter a temperatura da
agua dos mesocosmos, além de aquecedores LifeTech, os quais foram utilizados nos
tratamentos com temperatura alta. Nos tratamentos de reducao do volume d’agua,
utilizamos mangueiras de sucgdo, reduzindo o volume d’agua continuamente uma unica
vez, até o volume limite (20L), equivalente a sete centimetros de altura da lamina d’agua,
como simulacdo de estresse hidrico. A cada trés dias os volumes de agua foram revisados
para que mantivessem o volume d’agua desejado (20 ou 90 litros) para reduzir o viés da

evaporagao e manter os tratamentos dentro da categorizagéo.

A ordem de aplicacdo dos tratamentos e a posicdo das U.E. na &rea de
experimentacdo foram aleatorizadas através de sorteio. A duracéo total do experimento
foi de 25dias (600 horas). Replicamos 7 vezes cada tipo de tratamento, totalizando 28
unidades experimentais (figura 1 e 2). ApOs este periodo os individuos foram
eutanasiados em solucdo aquosa de benzocaina e fixados em solucdo de formalina a 10%,
para aferimento das medidas a serem coletadas (mortalidade, tamanho corporal e
assimetria flutuante) e posteriormente depositados na Colecdo Herpetoldgica da
Universidade Estadual de Santa Cruz (MZUESC).

Para a analise da mortalidade utilizamos os valores brutos do niamero de mortes
por unidade experimental (mesocosmo). O tamanho do corpo foi obtido através de
imagem fotogréafica na lupa Alltion em vista dorsal com cAmera BestScope (BHC21080P)
e mensurados através do software ImageJ 1.46r. Utilizamos o sensu Gosner 1960 para
classificacdo dos estagios larvais. Para a anélise de assimetria flutuante utilizamos cinco
estruturas morfoldgicas para cada individuo conforme figura 3 (Tabela 1) (Costa &
Nomura, 2016). Foram medidos 35 individuos no controle, 34 no tratamento T1, 35 no

tratamento T2 e 35 no tratamento T3, totalizando 139 individuos medidos.



Andlises Estatisticas

Utilizamos o teste de ANOVA one-way para verificar, independentemente, se
existe diferenca nas taxas mortalidade, e se os estagios de desenvolvimento das larvas
foram diferentes entre os tratamentos. O mesmo teste foi utilizado para analisar se 0
tamanho do corpo dos individuos difere entre os tratamentos testados. A posteriori, o teste
de Tukey HSD foi utilizado, para cada variavel resposta, na comparacao das médias entre
0s tratamentos.

Avaliamos a existéncia de assimetria flutuante (AF) utilizando o protocolo
sugerido por Palmer & Strobeck (1986). A assimetria flutuante de cada individuo foi
calculada pelo indice AF= D — E, para cada estrutura, onde D representa o lado direito e
E o lado esquerdo do plano de simetria em organismos bilaterais. Utilizamos teste de
Grubbs para identificacdo e retirada dos outliers das analises de AF. Outliers podem
introduzir efeitos indesejaveis nestas analises, pois a diferenca entre os lados (D - E) é
bem pequena e medicGes andmalas podem produzir valores de AF anémalos, obtendo
respostas confusas e de dificil interpretacdo (Palmer & Strobeck, 2001).

As medidas de cada estrutura foram realizadas duas vezes em tempos diferentes
(uma a cada semana) para analise de possiveis erros de medicao significativos. Usando o
lado como fator fixo e os individuos como fator aleatorio, realizamos uma ANOVA
modelo misto, onde o quadrado médio do erro ndo pode ser maior que o quadrado médio
da interagdo entre o lado e o individuo. Se isso ocorrer, a confiabilidade de suas medidas
é questionavel, tento que excluir a estrutura ou medi-la novamente (Palmer & Strobeck,
2001). Para a andlise dos pressupostos, com os indices obtidos realizamos um teste t
(single sample) para avaliar se as médias obtidas séo significativamente diferentes de zero
e inferir ou ndo a existéncia de AF. Em seguida, realizamos um teste Kolmogorov-
Smirnov (K-S) para avaliar se os indices de AF apresentam distribuicdo normal e também
uma correlacdo de Spearman para verificar se os indices de AF sdo independentes do
tamanho do corpo dos individuos e do tamanho médio de cada estrutura. Apés definir a
existéncia e qual o tipo de assimetria encontrada, extraimos os indices absolutos de AF
pelo indice AF=|D — E|.

Utilizamos uma ANOVA one-way para avaliar se 0s niveis de assimetria flutuante
em cada estrutura dos girinos de D. minutus sdo influenciados pelo aumento da

temperatura e pela reducao do volume d’agua nos mesocosmos.



Resultados
Efeito sobre a mortalidade, estagio larval e o tamanho corporal

A analise de variancia (ANOVA one-way) mostrou que existe um aumento na
taxa de mortalidade em girinos de D. minutus nos diferentes tratamentos (F(3)= 5,859,
p=0,003). O teste de Tukey mostrou que os valores de mortalidade tiveram significancia
em comparagdo com o controle apenas para 0s tratamentos com aquecimento de dgua T1
(p=0,01) e T3 (p= 0,02) (figura 4). O tratamento com estresse hidrico ndo apresentou
niveis de mortalidade diferentes do tratamento controle (p=0,90).

O tamanho corporal dos girinos de D. minutus também foi influenciado,
apresentando valores significativos em relacdo aos tratamentos (F(3)= 5,219, p=0,001),
mas o teste de Tukey nos mostrou que, apenas o tratamento T1 (p= 0,01) se diferenciou
estatisticamente do tratamento controle. O tratamento T3, apesar de ndo ser significativo
(p= 0,05), apresentou tamanhos corporais médios menores que 0s girinos do controle
(figura 5), podendo ser um indicio de uma tendéncia a essa resposta. O tratamento com
estresse hidrico (T2) ndo se diferenciou do controle nesta abordagem (p= 0,99). Isso
demostra que o aquecimento da agua, é um dos fatores de maior relevancia tanto na
sobrevivéncia dos girinos de D. minutus quanto no crescimento corporal dos mesmos.
N&o houve diferencga significativa nos estagios de desenvolvimento larvais entre os

tratamentos utilizados (F=0,3, p=0,82).

Assimetria Flutuante

O teste de Grubbs apresentou dois outliers para as estruturas CO, LN e DNF e
um outlier para as estruturas LO e DOF, dos quais todos foram retirados, conforme
sugerido pelo protocolo (Palmer & Strobeck, 2001). A ANOVA modelo misto mostrou
que para todas as estruturas, as medidas sdo confidveis, pois o erro de medi¢do é muito
pequeno e menor que a AF (tabela 2). Com essa analise € possivel avaliar também a
inexisténcia de assimetria direcional (quando o lado é significativo) e de antissimetria
(AF dependente do individuo), ou seja, existe uma variacdo entre os lados, mas o lado
ndo importa, nem os individuos, pois os desvios sdo aleatérios (tabela 3). Todas as
estruturas apresentaram AF exceto a estrutura DOF, que apresentou assimetria direcional
(p=0,042) (ver também tabela 2). A assimetria direcional ¢, segundo Palmer & Strobeck
(2001), um complexo de efeitos genéticos e ambientais direcionais, possivelmente,



efeitos da taxa de crescimento alométrica. Estes efeitos podem inflar os valores de AF
devido a sua natureza direcional e por isso devem ser retirados das analises (Palmer &
Strobeck, 1992; Palmer, 1994).

Outra forma de avaliar o tipo de assimetria foi com o teste-t (one sample). Os
valores de AF (D — E) ndo podem ser significantemente diferentes de zero, pois estes
desvios sdo muito pequenos e truncados a zero. Caso esses valores sejam
significativamente diferentes de zero, o tipo de assimetria é direcional. Conforme previsto
pela ANOVA de modelo misto, e agora afirmado pelo teste one sample, apenas a estrutura
DOF apresentou valores significativos diferentes de zero (ver tabela 3), as demais
estruturas apresentaram valores ndo significantes. Como sugerido, a medida foi excluida
das demais analises. O teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) mostrou que os indices de AF
apresentaram distribuicdo normal para todas as estruturas analisadas: CO, LO, LN e DNF
(tabela 3), a estrutura DOF ndo foi mais incluida na analise. Ndo houve correlacdo entre
os indices de AF e o tamanho do corpo dos girinos, assim como, dos indices de AF e do
tamanho médio da estrutura (tabela 4). Apds testados todos pressupostos, as analises
foram seguidas.

O teste de ANOVA mostrou que, os indices de assimetria flutuante ndo foram
significativos. Nenhuma das quatro estruturas mensuradas apresentaram diferencas
quando os indicies de AF foram comparados entre os tratamentos experimentais: CO
(F(3)=0,691; p=0,558), LO (F(3)=2,012; p=0,115), DN (F(3)= 1,967; p=0,121) e DNF
(F(3)= 0,930; p= 0,428). A estrutura DOF ndo foi analisada por ndo se adequar aos
pressupostos da analise de assimetria flutuante.

Discussao

O grupo dos anfibios é um dos grupos mais susceptiveis as mudancgas ambientais
devido a caracteristicas fisiologicas, ecoldgicas e de historia de vida bastante sensiveis a
fatores como temperatura e umidade (Katzenberger et al., 2012). Pouco se sabe sobre as
reais respostas dos organismos as alteracGes ambientais climaticas, podendo algumas
especies responderem de forma positiva e outras de forma negativa (Haddad et al., 2008).
Encontramos taxas de mortalidade maiores para os girinos de D.minutus nos tratamentos
com aquecimento da agua (T1 e T3) do que no tratamento com estresse hidrico (T2) e
tratamento controle (C). Isso demostra o quanto essa variavel é de total relevancia na

sobrevivéncia das larvas de anuros, pois elas, apesar de apresentarem uma alta
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plasticidade fenotipica (fator este que permite rapidas adaptacdes dos girinos as mudancas
do ambiente), muitos destes organismos ndo sao capazes de se adaptar rapido o suficiente
para persistir nestes ambientes ao longo do tempo, devido ao fato que as mudancas neste
ambito sdo muito rapidas e severas (Lavergne et al., 2010; Salamin et al., 2010; Bellard
etal., 2012), principalmente para este grupo de natureza ectotérmica (Duellman & Trueb,
1986; Ultsch et al., 1999 ; Maciel & Juca, 2009). Além disso, diversos autores apontam
os efeitos indiretos do aquecimento, como a limitacdo do oxigénio disponivel e reducdo
na quantidade de alimento como fatores de influéncia na mortalidade e nos declinios
populacionais destes organismos (Carey & Alexander, 2003; Portner & Knust, 2007;
Blaustein et al., 2010). O tratamento com estresse hidrico ndo mostrou niveis diferentes
de mortalidade em relagéo ao controle, pois, talvez, o que consideramos como sendo um
baixo volume de agua (20L) para o estresse hidrico, pode nao ter sido para as larvas de
D. minutus, o que deixou de gerar alguns estimulos de reconhecimento deste efeito para
estes organismos, como por exemplo, a reducdo consideravel no espaco de locomocao e
a proximidade com a superficie (Denver et al., 1998; Maciel & Jucd, 2009). Novos
experimentos para testar os diferentes volumes de agua sobre girinos de D. minutus

fazem-se necessarios para o real entendimento dos efeitos causados por este impacto.

Bellard et al. (2012) sugerem trés direcdes das respostas as mudancas climaticas
através da plasticidade fenotipica ou resposta evolutiva: espaco (range), tempo
(fenologia) e “self” (fisiologia). A primeira refere-se a resposta espacial, onde as espécies
podem seguir as condi¢Ges do espaco, selecionando ambientes com as condi¢Oes
necessarias para a sua sobrevivéncia. Perry et al. (2005), encontrou um deslocamento de
diversas espécies de peixes para areas térmicas mais favoraveis, suportando a hipotese de
que as espécies se deslocam no espaco para assegurar condi¢des climaticas suportaveis.
Estas mudancas espaciais podem atuar de forma local (microambientes) ou regional,
geralmente associadas a capacidade de dispersdo de cada organismo (Parmesan 2006),
que buscam as condicdes climaticas ambientais nas quais sdo adaptados. Visser (2008)
no entanto, afirma que, esse deslocamento espacial para selecdo destes ambientes
climaticos favoraveis, podem fazer com que os organismos deixem de encontrar outras
condicGes abidticas (e.g. fotoperiodo e pluviosidade) ou mesmo bioticas (e.g. predagéo e
competicdo) as quais sdo adaptados, afetando possivelmente a persisténcia neste novo
ambiente. Apesar de ndo ter sido avaliada uma resposta espacial em nosso experimento,

pOde-se notar que os girinos de D. minutus preferiram locais proximos a vegetacédo de
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Salvinia auriculata (samambaia aquatica) e mais distantes da fonte de calor (aquecedor),
talvez por estes locais serem mais amenos termicamente. Esse resultado foi encontrado
em outros estudos que avaliaram a exposicao de larvas de algumas espécies a temperatura
e a radiacdo UVB, e observaram respostas dependentes da espécie, ou seja, algumas
preferiram se esconder outras ndo (Bancroft et al. 2008; Yu et al. 2014). Em nosso
trabalho essa resposta é apenas especulativa e ndo pode ser corroborada com nossos
resultados. O tempo é uma outra resposta possivel as mudancas climaticas, onde as
espécies alteram seus tracos de historia de vida na tentativa de combinar seu ciclo
bioldgico as novas condi¢cdes do meio. Uma das respostas mais presentes as mudancas
climéticas no século XX sdo as alteracdes fenologicas, e ja foram documentadas para
muitas espécies nas mais diversas formas, como em migracdes sazonais, alteracbes nos
ciclos reprodutivos, floracdo e frutificacdo (e.g. Root et al., 2003; Parmesan, 2006;
Charmantier et al., 2008; Todd et al., 2010). Essas mudancas podem auxiliar as espécies
a manter o sincronismo com fatores abioticos ciclicos, mas também podem funcionar
como fatores perturbadores uma vez que, assim como a resposta espacial, elas podem
deixar de encontrar outras condigdes necessaria a sua vida (Parmesan, 2006; Bellard et
al., 2012). Nenhuma resposta temporal foi avaliada no presente estudo e portanto, ndo
podemos inferir nenhuma mudanca em relacéo ao fator tempo. Por Gltimo, os organismos
podem ter uma resposta fisiologica, denominada por Bellard et al. (2012), como sendo a
resposta “self”, ou “auto resposta”, podendo alterar caracteristicas mecanicas, fisicas e
bioquimicas nos seres vivos. Diversos trabalhos reportam a essas mudancas em varias
caracteristicas para os organismos em funcdo da alteracéo climatica (Merila et al., 2000;
Browne & Edwards, 2003; Maciel & Jucd, 2009; Johansen & Jones 2011; Becker et al.,
2017), principalmente para os ectotérmicos, pois, algumas de suas caracteristicas sdo mais
sensiveis a temperatura como o crescimento, a locomocéo a reproducéo e a determinacgéo
do sexo (Tewksbury et al., 2008). A mudanca nestas caracteristicas ¢ mediada pela
fisiologia dos organismos, o que limita a plasticidade da alteracéo destes tragos, como no
caso das taxas metabolicas e tamanho corporal por exemplo, que ndo podem aumentar ou

diminuir indefinidamente em resposta a efeitos climaticos (Chevin et al., 2010).

Em nossos resultados, além do efeito agudo (morte), também obtivemos uma
resposta fisiolégica, ou resposta “self”, em relacdo ao incremento da temperatura. Os
girinos da espécie D. minutus submetidos a altas temperaturas (T1 e T3) tiveram uma

reducdo no tamanho corporal quando comparados aos girinos dos tratamentos com
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temperatura ambiente (C e T2). Estudos sugerem que temperaturas quentes aceleram a
velocidade do desenvolvimento larval em detrimento do tamanho corporal dos
metamorfos (Collins, 1979; Van der Have & Jong, 1996; Blouin & Brown, 2000; Maciel
& Juca, 2009), podendo afetar a performance (e.g. escape de predadores, resisténcia a
fome e a dessecacdo, vantagem competitiva) e a sobrevivéncia destes organismos em sua
nova fase de vida (Smith, 1987; Tracy et al., 1993; Watkins, 2001). Ndo observamos
diferencas nos estagios de desenvolvimento entre nossos tratamentos, mas noSS0S
resultados sobre a influéncia da temperatura sobre o tamanho corporal inferem que,
mesmo sem uma diferenca nos estagios larvais, a temperatura influenciou negativamente
no crescimento dos girinos de D. minutus. Essa plasticidade térmica apresentada pelo
tamanho corporal é chamada de “the temperature-size rule” (Angilletta et al., 2004) e tem
a capacidade de modificar a duracédo, o processo de metamorfose, o desenvolvimento, a
fisiologia e a morfologia de estagios mais avancados (Downie et al., 2004; Nicieza et al.,
2006; Walsh et al., 2008a,b). Efeitos da temperatura sobre o tamanho corporal de girinos
tem sido relatado para correlagfes positivas (Browne & Edwards, 2003; Maciel & Jucg,
2009) e negativas (Maciel & Juca, 2009). Uma possivel inferéncia sobre essas ambas
respostas sdo a de que 0s organismos, especialmente os ectotérmicos, possuem uma
temperatura ambiental 6tima para seu desenvolvimento e crescimento (Browne &
Edwards, 2003; Deutsch et al., 2008), podendo responder de ambas as formas,
dependendo do qudo proximo a temperatura do ambiente estara intervalo 6timo da
eficacia biologica. Outra possivel resposta € a influéncia da alta temperatura no
incremento das taxas metabdlicas dos organismos ectotérmicos (Tewksbury et al., 2008),
no aumento do gasto energético (Pandian & Marian, 1985a) e/ou na diminui¢do na
assimilacdo de nutrientes (Browne & Edwards, 2003; Liess et al., 2013), fatores que
poderiam gerar uma reducdo no incremento corporal. Em temperaturas mais frias as taxas
metabolicas reduzidas permitem um maior armazenamento de lipideos e reduzem
conversdo de nutrientes para outros tecidos (Pasanen & Koskela, 1974; Browne &
Edwards, 2003), o que corrobora, respectivamente, a influéncia do tamanho e nao do
estagio de desenvolvimento em girinos de D. minutus, mas essa resposta ndo pode ser

afirmada pelo presente estudo.

N&o houve diferencas significativas entre os indices de AF e os diferentes
tratamentos ambientais. Possivelmente, as espécies deste grupo, incluindo D. minutus, ja

tenham experimentado em seu histérico de vida evolutivo, variagcbes de temperaturas
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similares as testadas em nosso estudo. Altas temperaturas podem ser uma fonte
consideravel de estresse fisioldgico sobre girinos, constituindo possivelmente uma
importante pressdo de selecdo, que tem favorecido a evolucdo adaptativa em suas
tolerancias térmicas maximas (Tejedo et al., 2012). Dados néo publicados demostram que
a temperatura critica maxima (CTmax), que € definida como "a temperatura que o
individuo apresenta desorganizacdo de sua atividade locomotora perdendo a habilidade
necessaria para designar funcfes essenciais a vida" (Cowles & Bogert, 1944), para
algumas espécies do mesmo grupo que D.minutus, sdo muito acima que as temperaturas
testadas neste experimento (11°C em média). Tejedo et al. (2012), cita em seu trabalho
que, os ambientes pouco profundos e temporarios localizados em éareas abertas e
ensolaradas, principalmente nas regides tropicais ou subtropicais, como € o caso dos sitios
reprodutivos de D. minutus, podem alcancas temperaturas muito altas, oscilando entre
35°C - 43°C, logo, as temperaturas previstas pelo IPCC (incremento de 4,8°C) podem
de certa forma, aumentar ainda mais as temperaturas experimentadas por esses locais,
podendo se tornar um fator de grande pressao nas larvas desta espécie, uma vez que essas
temperaturas poderiam atingir valores muito mais elevados e préximos a temperaturas
criticas destes organismos . A forma em que o organismo responderd com maior
sensibilidade a um agente estressor vai depender da natureza e da concentracdo deste
mesmo agente no meio ambiente (Sanseverino & Nessimian, 2008). A relagéo entre a
mortalidade, o tamanho e a temperatura, entdo pode ser associada a efeitos indiretos do
aquecimento das aguas, uma vez que, a temperatura pode nao estar atuando como um
fator estressante direto no declinio dos anfibios (Collins & Crump, 2009), ou mas

provavelmente estarem atuando de forma sinérgica ambos os efeitos.

Os indices de AF ndo significativos nos fazem assumir que os efeitos indiretos do
aquecimento podem ser, para 0s sobreviventes, mais danosos que o efeito do aumento da
temperatura em si. A qualidade e quantidade de alimento, por exemplo podem ter
influéncia direta no crescimento dos girinos (Alvarez & Nicieza, 2002a), produzindo
individuos menores e mais susceptiveis a predacao, a fome e a dessecacao (Smith, 1987;
Tracy et al., 1993; Watkins, 2001), podendo indiretamente afetar as taxas de
sobrevivéncia tanto de larvas, como em metamorfos e adultos (Blouin & Brown, 2000;
Altwegg & Reyer, 2003). Efeitos indiretos associados ao aquecimento global, como a
reducdo na umidade em ambientes terrestres e aumento da susceptibilidade a doencas

infecciosas emergentes, ja haviam sido reportados como causas do declinio de populacdes
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de anfibios (Pounds et al., 2006). As intera¢des interespecificas nas comunidades também
podem sofrer influéncia das mudancas climaticas (Tejedo et al., 2012), podendo induzir
alteragbes fenologicas no ciclo de vida, promovendo desajuste temporais entre
disponibilidade de alimento e consumidores, assim como, influenciar as relagdes com
predadores e competidores (Sanz et al., 2003; Durant et al., 2007; Tejedo et al., 2012),
nas quais sao totalmente decisivas para a manutencdo das comunidades, principalmente
diante um cenario de alteracdo climética (Pincebourde et al., 2008; Peck et al., 2009;
Tejedo et al., 2012).

Como efeito destas respostas, espera-se uma nova estruturacdo nas comunidades
de anfibios anuros, fruto de uma alta abundancia relativa das espécies favorecidas pelas
mudancas climaticas e pela redugdo na riqueza especifica causada pelo possivel declinio
ou extin¢do das espécies prejudicadas (Thomas et al., 2004; Aradjo & Rabek, 2006;
Haddad et al., 2008). Os efeitos sinérgicos diretos e/ou indiretos na sobrevivéncia das
populacdes de anfibios causados pelas mudancas climaticas ainda sdo pouco conhecidos,
no entanto, alguns autores sugerem que o declinio global de anfibios seja resultado da
combinacdo de maltiplos fatores subletais (Sih et al., 2004; Pounds et al., 2006), através
de mecanismos biocomplexos que s6 poderdo ser explicados no futuro (Haddad et al.,
2008). O incremento da temperatura juntamente com outros fatores indiretos resultantes
das alteracBes climéaticas poderdo ser agentes limitantes para que algumas espécies
consigam evoluir e adaptar-se, logo, se estas espécies forem incapazes de amortecer 0s
impactos advindos destas alteragBes ambientais, sofrerdo com altas taxas de declinio
populacional e poderdo enfrentar a extin¢do no futuro (Haddad et al., 2008; Lavergne et
al., 2010; Salamin et al., 2010; Bellard et al., 2012).

A estrutura do ambiente, juntamente com a heterogeneidade e a variacdo térmica
dos micro-habitats, possibilitam as espécies experimentarem menores variacdes
ambientais advindas das mudancas climaticas globais, o que tem efeitos diretos sobre a
vulnerabilidade das espécies (Tejedo et al., 2012), mostrando a importancia da
preservacdo de ambientes naturais distintos. Assim, a priorizagdo de locais protegidos
deve estar ligada a lugares que possibilitem a minimizacdo dos efeitos das mudancas
climaticas globais (Carnaval et al., 2009; Bellard et al., 2012; Tejedo et al., 2012),
assegurando assim a persisténcia das condi¢cdes necessarias para o funcionamento e
manutenc¢do dos ecossistemas naturais. A busca pela compreensdo dos reais impactos,

diretos ou indiretos, negativos ou positivos, das mudangas climaticas ainda € um desafio
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para a sociedade académica pois, estes fatores agem concomitantemente a inimeros
outros fatores de impacto. Estudos com mesocosmos, sdo capazes de auxiliar no
entendimento de como, em uma escala menor, 0s organismos podem responder frente as
alteracbes ambientais, buscando inferéncias para uma escala mais ampla e realista,

contribuindo na tomada de decisdes frente a crises na biodiversidade.
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TABELAS E FIGURAS

Figura 1 — Esquema do sistema de estudo (mesocosmos) montados. A ordem de

aplicacdo de cada tratamento foi aleatorizada.
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Figura 3 — Estruturas morfolégicas mensuradas para cada lado do plano de simetria
bilateral (D e E) em girinos de D minutus.
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Figura 4 — Resultado da analise de ANOVA(one-way) para a mortalidade de girinos de

D. minutus.
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Figura 5 — Resultado da analise de ANOVA(one-way) para o0 comprimento corporal de

girinos de D. minutus.
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Tabela 1- Estruturas morfologicas bilaterais mensuradas para a obtencéo dos valores de

AF, e suas abreviaces.

Estruturas mensuradas Abreviagao
1. Comprimento do olho CO

2. Largura do olho LO

3. Largura da narina LN

4. Distancia da narina ao focinho DNF

5. Distancia do olho ao focinho DOF

Tabela 2- Resultados da ANOVA modelo misto para cada estrutura morfologica de
Dendropsophus minutus mensurada. Note que o lado para a estrutura DOF foi

estatisticamente significativo, apresentando assimetria direcional.

Estrutura morfologica Quadrados médios (ANOVA)
Lado Individuo Lado x Individuo Erro
CO 0.002 0.083** 0.001** 0.0001
LO 0.001 0.028** 0.003** 0.0003
LN 0.001 0.017** 0.001** 0.0003
DNF 0.005 0.018** 0.001** 0.0003
DOF 0.020* 0.230** 0.005** 0.0010

*p < 0.05; **p < 0.001

Tabela 3- Resultado dos testes para validagcdo de AF (test-t) e da normalidade de
distribuicdo dos dados(Kolmogorov-Smirnov).

Estrutura Morfologica N test-t (single sample) K-S
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t g.l. p d p
(6{0) -1.517 138 0.131 0.064 >0.2
LO 0.842 138 0.401 0.051 >0.2
LN -1.214 138 0.226 0.074 >0.2
DNF -1.904 138 0.058 0.056 >0.2
DOF -2.287 138 0.023* 0.073 >0.2
*p<0.05

Tabela 4- Correlacg@es entre os indices de AF com o comprimento do corpo (CC) e com
o0 tamanho médio de cada estrutura medida (TM).

Estrutura morfologica Spearman - CC Spearman - TM
N r p r p

CcO 139 -0.091 0.28 -0.036 0.67

LO 139 0.067 0.43 0.025 0.76

LN 139 0.031 0.71 0.017 0.84

DNF 139 -0.021 0.80 0.012 0.88

DOF 139 -0.092 0.27 -0.080 0.34
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