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Resumo: Como anfibios em geral perdem agua por evaporaga®as equivalentes a de uma
superficie de agua livre, a disponibilidade de dguambiente é de fundamental importancia para
determinar os limites da distribuicdo das espéigsse grupo, bem como a evolugéo de caracteres
fisiologicos associados ao balanco hidrico. Nodgstie S&o Paulo, a comparagao entre espécies
de anuros caracteristicas da Floresta Atlantica €etrado representa um interessante sistema
para o estudo das relacdes entre o balanco hidracalistribuicdo geogréafica de anuros, ja que
estes dois biomas diferem em aspectos fundamepdass a biologia deste grupo, tais como
regime de chuvas e cobertura vegetal. O objetiwaiedprojeto foi investigar a evolucdo da
sensibilidade do desempenho locomotor a desid@té8BLD), taxas de perda de agua por
evaporacao (TPAE), resisténcia a perda de aguavagoracdo (RPAE) e taxas de reidratacdo a
partir de agua livre (TRAL) ao longo da filogenia @nuros do Estado de Sdo Paulo, bem como
investigar as relagdes evolutivas entre estas wasiae suas possiveis associacbes com a
distribuicdo geografica das espécies, através @dealordagem comparativa entre anuros de Mata
Atlantica e Cerrado. Foi encontrada presenca d# Biagenético para RPAE, TPAE e a massa
corporea, havendo para estas, provavelmente, uaraeyrinfluéncia da evolugdo por deriva
genética ao longo da filogenia. As relacdes emtdad as variaveis corrigidas para a filogenia
podem ser resumidas por dois componentes principgisimeiro componente explica 49,77% da
variancia entre as espécies e mostra uma relagitvpcentre as TPAE e a SDLD e ambas se
relacionando negativamente com a RPAE. Uma veaqugiacdo na resisténcia da pele a perda
de agua por evaporagdo é determinante da taxarde ge agua por evaporacdo, TPAE e RPAE
devem formar uma unidade evolutiva. Ja na seguridgdo apontada dentro desse componente,
uma hipétese plausivel seja a de selecédo corraktao de forma que as caracteristicas (RPAE-
TPAE e SDLD) venham respondendo paralelamenteesses seletivas. O segundo componente
explica 33,21% da variancia entre as espécies dranama relacdo positiva entre a massa
corpérea e a TRAL, porém, essa relacdo parecexgdicada pela alometria entre a massa
corpérea e o tamanho da mancha pélvica, consideismdma variagdo proporcional entre esta e
a area de superficie total para as diferentes iespdtmbora existam indicios da importancia da
atuacao de pressdes seletivas sobre as caracterisitudadas, a amostragem de espécies e/ou
localidades provavelmente nédo foi suficiente pdeniificar estas pressoes. Assim, as relacdes
entre as variaveis associadas ao balanco hidiicanebiente poderiam se tornar mais claras com
a incluséo de espécies chave que combinassemeasésticas como diversidade de hébitos dentro
de um mesmo grupo e distribuicdo geografica enbesgcom um déficit hidrico relativamente

mais intenso do que os abordados no presentehoabal
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Abstract- M -

Abstract: Amphibians are generally characterized by ratesewdhporative water loss
equivalent to those observed for a free water sarfén this way, water availability in the
environment should be fundamental to determindithigs of geographical distribution and
the evolution of physiological characters assodiateith anuran water balance. The
comparison of anuran species from the Atlantic Sioemd the Cerrado in the State of Sao
Paulo consists an interesting system to study ¢fetionship between water balance and
geographic distribution, since these two biometedih fundamental aspects for amphibian
life history, such as rainfall and vegetation covéhe objective of this project was to
investigate (1) the evolution of the sensitivity locomotor performance to dehydration
(SDLD), rates of evaporative water loss (TPAE)jstasice to evaporative water loss (RPAE)
and rates of rehydration from free water (TRAL)raahe phylogeny of anurans from the
State of S&do Paulo, (2) the evolutionary relatigrsietween these variables, and (3) their
possible associations with the geographic distiaoubf the species, through a comparative
approach of species found in the Atlantic Foresl #me Cerrado. We found significant
phylogenetic signal for RPAE, TPAE, and body massbably with a large influence of
genetic drift along the phylogeny in the evolutioh these characters. The relationships
between all variables corrected for phylogeny carsiimmarized by two main components.
The first component explained 49.77% of the vamarand showed a positive relationship
between TPAE and SDLD, and both were negativdited to RPAE. Since the variation in
the rate of evaporative water loss is determinedKiy resistance to evaporative water loss,
TPAE and RPAE should comprise an evolutionary uAitplausible hypothesis for the
negative relationship between TPAE and SDLD is ofrelated selection, with both
characters responding to the same selective pesssilihe second component explained
33.21% of the variance, and showed a positiveiogiship between body mass and TRAL,
possibly explained by the allometric relationshgivieen body mass and the area of pelvic
patch, assuming that the proportion between the @frpelvic patch and the total surface area
Is maintained for different species. Although tlesults indicated the importance of natural
selection acting on the studied traits, samplingsppécies and/or localities probably were
insufficient to identify these selective pressuriesthis way, the relationship between the
variables associated with water balance and theamaent could become clearer with the
inclusion of key species that combine features @scHiversity of habits in the same group,
and geographical distribution encompassing regieitls a relatively more intense drought

than those covered by the present study.
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A pele dos anfibios e o balanco hidrico

Um dos grandes compromissos funcionais com o sergon da organizacao
multicelular e a evolucédo de organismos cada vanregme mais complexos, foi assegurar a
protecdo contra 0s riscOs mecanicos, quimicos ieatbs, simultaneamente mantendo a
capacidade de interagir e trocar materiais com loierte. Assim, o tegumento evoluiu como
um sistema heterogéneo, pluriestratificado e mehioranico, fornecendo protecao fisica e,
ao mesmo tempo, regulando o intercambio de energrateriais entre o organismo e seu
entorno (Chuonet al, 2002).

A manutencdo do volume e concentragdo osmoética flldsos corpéreos
relativamente constantes é fundamental para a hsiaso Desde a ocupag¢do do ambiente
terrestre pelos vertebrados, a excrecao e a e@mtarnaram-se as principais rotas de perda
de agua. Duas novidades evolutivas permitiram etogpiodes uma grande economia de agua
a partir da excrecao, sendo de fundamental impoaara ocupacao do ambiente terrestre: a
mudanca da aménia para uréia e acido Urico conaufye de excrecdo de nitrogénio e uma
capacidade de reduzir drasticamente as taxas ttacdib glomerular. Esta Ultima é
particularmente desenvolvida nos tetrdpodes naotemdos, que ndo apresentam capacidade
de produzir urina osmoticamente mais concentrada @plasma (McNab 2002). Outro
aspecto importante da evolucao dos vertebradas dajuestracao de caracteres que tornaram
a pele cada vez menos permeavel a agua conforiieenass invadiam e se adaptavam aos
mais dificeis e secos ambientes terrestres. A aceengéo das relacdes hidricas da pele dos
vertebrados tem tido avancos com base em conhecism@mpiricos e perspectivas de
diversas fontes. Estas incluem estudos descritiaasorfologia, estudos fisioldgicos e fisico-
guimicos de mecanismos especificos de transporteme,geral, estudos comparativos
relacionados a medidas quantitativas do fluxo de &gn toda a pele de animais adaptados a
ambientes especificos. Segundo Lillywhite (2006¢pmpreensao holistica de adaptacdo de
vertebrados a ambientes terrestres exige a intagrdos caracteres que determinam as
relacdes hidricas do tegumepier s com o balanco hidrico para todo o organismo.

Dentre os tetrapodes, os anfibios enfrentam umfides&drico particularmente
pungente em ambiente terrestre, dada a necessidadenanutencdo de uma alta
permeabilidade de seu tegumento, que representanportante 6rgao de troca de gases
respiratorios neste grupo. A alta permeabilidaderteentar caracteristica da maior parte das
espécies de anfibios acarreta em taxas de perdguietambém particularmente elevadas
destes, quando comparados a outros tetrapodeqyde @stes animais a um alto risco de

desidratacdo em ambiente terrestre (McNab 2002).
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Tolerancia a desidratacéo

Por limitar potencialmente a manutencdo das atMdanormais, o alto risco de
desidratacdo em ambiente terrestre moldou diverspsctos da histéria de vida dos anfibios,
como por exemplo, a evolucdo de habitos noturnasldeld 1995, mas veja também Nags
al. 2007). Porém, a resposta fisiologica mais comumandidios as altas taxas de desidratacéo
em ambiente terrestre é a tolerancia a dessecacao.

A habilidade de tolerar a perda de agua é vari@uke os anfibios, sendo algumas
espécies capazes de tolerar uma perda de agua d®%t de sua massa corporea total,
representando 60% do total de agua que apresentéafd2002). Essa capacidade de tolerar a
perda de agua encontra-se associada a algunssfatunmo por exemplo, o habito das
diferentes espécies: espécies terrestres e fass@mesentam uma maior tolerancia a
desidratacdo que espécies aquaticas (Thorson &aSi#43). Além disso, o tamanho dos
animais também influencia essa tolerancia, sendeegpécies menores toleram uma perda de
agua proporcionalmente maior que as espécies rsaiBorém, apesar da maior tolerancia,
eles perdem agua mais rapidamente que espéciegemady portanto chegam mais
rapidamente em um nivel letal (Geise & Linsenm@agag).

Alguns autores tém proposto uma associagéo positira massa cardiaca e niveis de
tolerancia a desidratacdo (Withers & Hillman 20@9sa correlacéo seria explicada pelo fato
de que, dentre as diferentes espécies de anuris;des no débito cardiaco devem-se ndo a
diferencas em freqUéncia cardiaca maxima, masipaincente em diferencas em volume
sistélico, estimado através da massa ventricularcombinacdo de hiperosmolaridade,
hipovolemia e hiperviscosidade do sangue asso@adastresse hidrico causa aumento da
resisténcia vascular periférica e concomitante mlingéio da funcdo cardiaca, podendo
resultar na morte por inabilidade de sustentar talbedismo basal (Hillman 1987). J4 que a
capacidade aerdbia de anuros parece estar linpeldadebito cardiaco (Withers & Hillman
1988), esta correlagdo também sugere que espém@eapgesentam maior taxa de exercicio
vocal e/ou locomotor aerobiamente sustentado esecpientemente, uma maior capacidade
aerdbia (Pouglet al. 1992), apresentariam uma maior vantagem na ex@lorde ambientes
caracterizados por maior desafio hidrico em congdaraa espécies aerobiamente menos
ativas (Hillmanet al. 2000).

A desidratacao afeta tanto o desempenho locometaltd intensidade e curta duragéo
quanto de resisténcia em anfibios (Moore & Gatt889). Dado que a locomocao € um
aspecto fundamental de diversos comportamentodev@alor adaptativo, tais como captura

de alimentos, fuga de predadores, dispersdao pdémdica e busca de parceiros
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Introducéo- 4 -

reprodutivos, a tolerdncia a desidratacdo estinsidavés do seu efeito sobre a habilidade
locomotora apresenta uma forte correlacao ecolqmica estes animais. Embora um controle
filogenético ndo tenha sido aplicado até entdompacto da perda de agua sobre o
desempenho locomotor parece variar entre difergmtgsos filogenéticos, como demonstram
os estudos de Gatten (1987) e Hillman (1987), @sdexas de consumo de oxigénio durante
a locomocao parecem cair mais drasticamente entiesp#eRanaque em espécies difo
com a desidratacao.

A influéncia da variacdo conjunta de diferentesperaturas e niveis de hidratacéao
sobre o desempenho locomotor, por exemplo, tem Bidestigada em estudos intra-
especificos com anuros. Preest & Pough (1989) arasir que a desidratacdo e temperatura
corporea tém efeito sinérgico sobre o desemperdmmotor enBufo americanusEnquanto
o desempenho de animais completamente hidratadbgemamente desidratados aumentou
proporcionalmente ao aumento da temperatura, ongeEstho maximo de animais
desidratados mudou em direcdo a temperaturas naesb (Preest & Pough, 1989).
Surpreendentemente, essa abordagem multivariad&ando temperatura e nivel de
hidratacdo como fatores simultaneamente, foi agdicem poucos trabalhos para testar
hipoteses de adaptacdo do desempenho locomotopacanao espécies e/ou populacdes de
anuros. Beuchat e colaboradores (1984) demonstrajaen dentre trés espécies de
Eleutherodactylusla Costa Ricak. antillensis encontrada em terras mais baixas, quentes e
muitas vezes secas, apresenta uma menor sensibilida desempenho locomotor a
desidratacdo com o aumento da temperatura. Pay @ado, as duas espécies que habitam
florestas de maiores altitudeE.(coqui e E. portoricengis apresentaram sensibilidade a
desidratacdo equivalente a diferentes temperatdé@skogowitz e colaboradores (1999)
compararam duas espéciesHleutherodactyluslie Porto Rico, sendB. coquiuma espécie
que apresenta uma ampla ocupacéao de habitats,readtiacookj uma ocupacdao restrita a
cavernas Umidas. Este estudo mostrou que apedas despécies ndo diferirem quanto a
resisténcia a perda de agua por evapora€daoqui se mostrou mais apto a saltar sob
condicbes de desidratacdo quando comparadoEooooki Por fim, um estudo realizado
com bufonideos, demonstrou gRbinella schneidericuja distribuicdo esta associada a areas
abertas e com maiores temperaturas, apresenta wnar reensibilidade do desempenho
locomotor & desidratacdo a temperaturas mais atesydo comparada R. icterica e R.
ornata, cuja distribuicdo encontra-se mais associada &iemtes florestados e com

temperaturas mais amenas (Tiadral).
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Perda de agua por evaporacao

A taxa de perda de agua por evaporacdo na maiosiamfibios é equivalente aquela
apresentada por uma superficie de agua livre, sesdas espécies consideradas como
anfibios “tipicos” (Wygoda 1984). Entretanto, altas poucas espécies apresentam niveis de
resisténcia a perda evaporativa de agua compargvgide répteis adaptados a desertos, e sdo
considerados atipicos ou “a prova de agua” (Chnis&i Parry 1997; Lillywhiteet al 1997).

Embora alguns estudos tenham mostrado a importéasiaelacdes entre a espessura
da pele em anuros e o ambiente (ver Toledo & JE98@ para referéncias), a espessura da
pele por si s6 ndo é o principal mecanismo paraiziech perda evaporativa de agua
(Lillywhite 2006). Além disso, a camada de queiatia pele dos anuros é muito pequena, e
um tegumento altamente queratinizado nao parecderselecionado ao longo da evolucao
dos anfibios (Lillywhite 2006). Em alguns casosawn-ossificacdo de determinadas regides
do corpo confere grande aumento da resisténciada ple 4gua para essas regides (Sedert
al. 1974; Ruibal and Shoemaker 1984; Nagtasl. 2002; Jareckt al. 2005). A secregao de
fluidos pode ser muito importante para as rela¢ddsgcas principalmente em anfibios que
apresentam uma pele caracterizada como glandutatuzindo trés principais categorias de
secrec¢les: toxinas, muco e lipideos (Lillywhite @0Destas secre¢des, 0 muco e os lipideos
vém sendo funcionalmente associadas ao balangodidtguns estudos conjecturaram uma
possivel funcdo da secre¢cdo mucosa na reducaodgeagua por evaporacao, seja selando
0s espacos extracelulares statum corneunfToledo & Jared 1993), seja selando pequenas
fendas entre o corpo e os membros de alguns af@mse & Linsenmair 1986; Kobelt &
Linsenmair 1986), porém a composi¢do desta secraggosa nao foi determinada, de forma
que seu conteudo de lipideos permanece ndo coohéditywhite 2006). Em algumas
espécies de anfibios, assim como nos demais te@apos lipideos secretados parecem ser o
principal fator controlador do movimento transeptede agua. Essa substancia produzida
por glandulas da pele é geralmente espalhada atdavéuperficie do corpo por movimentos
estereotipados, é geralmente associado a buscand®aal onde o animal permanece
praticamente imoével por longo periodo do dia, emawituacdo semelhante a um torpor
(Lillywhite 20086).

A resisténcia a perda evaporativa de agua em arapossenta grande variacdo
interespecifica e encontra-se associada aos héisosnimais, sendo que anuros com habitos
arbéreos, em geral, apresentam uma maior resigtangerda de agua quando comparados a
espécies terrestres e aquaticas (Whithedrsal. 1984; Wygoda 1984). Em um estudo

comparativo com 25 espécies de anuros australiavioeng e colaboradores (2005)
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demonstraram uma clara influéncia do habitat nduedo da resisténcia a perda evaporativa
de &gua, que permanece significativa mesmo apdscéar das andalises para as relacdes
filogenéticas das espécies incluidas. Tal resulsagere que o aumento da resisténcia surgiu
multiplas vezes ao longo da histéria evolutiva elgstpo.

Apesar da espessura da pele por si s6 ndo sena@pgaiti mecanismo para reduzir a
perda evaporativa de agua, a producdo periodicaat®ons” (casulos) em alguns taxons de
anfibios certamente é uma excecdo a esta geneéizdillywhite 2006). Estes casulos
podem ser constituidos por cerca de 40-60 camaslaldlas do estrato cornificado, com
lipidios e materiais protéicos secretados e imp@os entre estas camadas (McClanatan
al., 1976; Ruibal & Hillman, 1981; Withers, 1995; Gitran & Parry, 1997). Estes casulos
conferem uma consideravel resisténcia a passagedgui® permitindo que anuros com
habito de se enterrar estabelecam-se a profundidadés rasas durante a seca do que as
espécies sem casulos (Lee & Mercer, 1967; Ruibdildnan, 1981; McClanahaet al,
1983; Withers, 1998).

Reidratacao

Quando desidratados, os anuros captam agua ptmeipi@ através da mancha
pélvica, uma regido especializada da pele ventiralcterizada por alta permeabilidade e rica
vascularizagdo (Roth, 1973; Boutiliet al 1992). As taxas de reidratacdo podem atingir
niveis de até 20-30% da massa corporea por hoeds(dli al, 2007), sendo a taxa de
absorcédo de agua uma funcdo da osmolalidade plaan{Boutilier et al 1992; Warburg
1972), com apoio hormonal e neural na mediacdoudeeatos de condutancia hidraulica e
circulacdo sanguinea da pele na mancha pélvicdi(iBoet al 1992; Parsonst al 1993). A
diminuicdo da pressao oncotica do fluido interatjcdada pela entrada de agua através da
pele da mancha pélvica, bem como uma possivel dedde pressao hidrostatica capilar
devido ao efeito vasodilatador da arginina vasas¢AVT), favorecem o fluxo de agua do
espaco intersticial para o sangue e mantém umegriadosmotico favoravel a absor¢cédo de
agua pela mancha pélvica (Word & Hillman 2005). 8elp os mesmos autores, a absorcao
de agua se da através de uma via transcapilarhagndo a passagem intermediaria pelos
vasos linfaticos.

Viborg e colaboradores (2006) detectaram um aumemddio de 80% do fluxo
sanguineo aortico eR. marinadesidratados que tiveram acesso a agua (Vitoag, 2006).
Adicionalmente, Viborg e Hillyard (2005) estimaraonfluxo sanguineo para a mancha

pélvica deBufo punctatuse B. alvarius através da quantificacdo do fluxo de células
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sanguineas (FCS), que € o produto do numero delgilermelhos e sua velocidade média
no volume de tecido explorado. Estes autores demaoas que individuos d&. punctatuse

B. alvarius desidratados a 18-26% da massa corpoérea, apgesantm aumento do fluxo
cutaneo durante a exposi¢cao a agua, sendo o teanpa@lgancar maximo FCS variavel entre
as espeéciesB. punctatus(20 - 25 g) alcancou o valor mdximo em cerca des@fundos
(Viborg e Hillyard, 2005), enquantB. alvarius (200-400 g) levou de 2 a 3 minutos. Os
resultados para esta Ultima espécie sdo equivale® obtidos parR. maring sendo a
massa corporea destas duas espécies semelhanteg@®tilal, 2006). Comd. alvariussao
encontrados em ambientes xéricos, enquBntmarinasdo encontrados em ambientes mais
mésicos, a diferenca no tempo para atingir maxir@® Fparece estar relacionada com a
variacdo em massa corporea, e ndo com habitat iy ddlillyard, 2005). Por outro lado, o
valor maximo de FCS é maior nas espécies de degerfmunctatuse B. alvarius que nas
mesofilas R. marinae B. bufo(Viborg e Hillyard, 2005). Tais resultados se ag#im com as
observacbes morfoldgicas feitas por Roth (1973)quke espécies de ambientes xéricos tém
uma rede de capilares mais desenvolvida na peteavabdominal.

Viborg e Rosenkilde (2004) mostraram a necessidadena interacao entre o contato
com 4gua e certo grau de desidratacdo para estimalamento do FCS na mancha pélvica.
Segundo estes autores, deve existir algum mecargsnsworial nesta regido capaz de detectar
0 contato com a agua, estimulando o FCS em sapsidratados. Adicionalmente, foi
observado um aumento tanto do FCS quanto da absdedgua em animais hidratados
guando estes foram injetados com um agonista detaérgico (isoproterenol), enquanto que
houve uma inibicdo do FCS e da absorcdo de 4gusnpos desidratados quando estes foram
injetados com um antagonista beta adrenérgico gmalpl) (Viborg e Rosenkilde, 2004).
Estes resultados indicam que a estimulacdo do RCSapos desidratados pode ser mediada
por uma resposta simpatica reflexa de um quimiepter da pele (Nielst al, 2007).

Fora de seu periodo reprodutivo, bufonideos maméuto contato com corpos de
agua livre em seu ambiente. Neste periodo, o haordmtidiurético dos anfibios, arginina
vasotocina (AVT), reduz a filtracdo glomerular,jmsila a reabsor¢cdo de agua armazenada na
bexiga e aumenta a permeabilidade da pele patadiaei rapida reidratacdo (Bentley, 1966).
A agua também é reabsorvida da urina, pelos néfmmela bexiga urinaria também em
resposta ao AVT (Oguskt al, 2007).

O movimento de agua através do epitélio ocorrevésrale duas vias, transcelular e
paracelular. Apesar de haver algum transporte @rala via paracelular no epitélio de

anfibios, a principal rota é a via transcelular @&t al, 2003; Orceet al, 2004). Durante a
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década de 90, uma classe de proteinas integrarenhorana, que formam poros especificos
para o transporte de agua foi descoberta, recebemidone de aquaporinas (AQP) (Age

al., 1993). As AQPs ja foram descritas para variogumiggnos, desde bactérias até animais e
plantas, e estas podem ser divididas em duas silisfmaquaporinas ortodoxas, que
transportam exclusivamente agua, impedindo a pessalg ions, e as aquagliceroporinas,
gue transportam agua e alguns solutos, como glieancéia (Borgnizet al, 1999; Takatat

al., 2004; Itohet al, 2005; Gorelicket al, 2006). Analises filogenéticas demonstraram que as
AQPs de anuros e mamiferos sdo evolutivamente mpes{Ogushet al, 2007). Em anuros
encontramos 6 grupos de AQPs, sendo as pertenagegrupos 1, 2, 3 e 5 comuns para
anuros e mamiferos, além daquelas pertencenteis grdpos especificos para anuros - la e
2a (a letra “a” representa anuro) (Suzeikal, 2007).

AQP 1 (tipo 1) é expressa no endotélio dos cagildeediversos tecidos, incluindo a
mancha pélvica e bexiga urinaria, possivelmenterdpenhando papel central no transporte
da dgua absorvida a partir destes epitélios pan@alacdo (Hasegawet al, 2003). AQP 1 é
também expressa no mesotélio da bexiga urinamaapgelmente mediando o movimento de
agua da bexiga para o restante do corpo (Swetudki, 2007). AQPh-2 e AQPh-3 sdo AQPs
do tipo 2a, e em resposta ao AVT ambas séo traaddsgara a membrana apical das células
granulares a partir de um estoque citoplasmatiesébawaet al., 2005; Suzuket al, 2007).
EmH. japonica a AQP-h2 é expressa nas células granulares dgabexnaria (Hasegawet
al., 2005), enquanto AQP-h2 e AQP-h3 séo expressaduas ou trés camadas de células
granulares que comp&em a camada mais externaatlonstgranulosum, sendo mediadores da
absorcdo de agua através da mancha pélvica (€amii, 2002; Hasegawat al, 2003).
Embora AQPs do tipo 2a ndo sejam expressos nogieiflyla japonica foi recentemente
descoberta a AQP-h2k, responsiva ao AVT, e expmregsaembrana apical e/ou citoplasma
das células principais dos ductos coletores despécee (Ogushet al, 2007). Andlises
filogenéticas das AQPs demonstraram que a AQP-I&t€mce ao tipo 2, sugerindo que esta
seria um ortélogo da AQP-2 dos mamiferos (Ogashl, 2007).

Os estudos acima citados demonstram que diverpestas do balanco hidrico em
anuros, tais como tolerancia a desidratacao, éesist a perda de agua, sensibilidade do
desempenho locomotor & desidratacdo e taxas dategidlo podem apresentar clara relacéo
com a distribuicdo geogréfica e os habitos dasratifes espécies. O Brasil apresenta
condicOes propicias para um estudo comparativeldado entre aspectos do balanco hidrico
e distribuicdo geografica em anuros, uma vez quesapta uma grande riqueza de espécies

desta ordem, distribuidos em biomas com caradtasshidricas contrastantes.
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Biomas do Estado de S&o Paulo, distribuicdo e balem hidrico de anuros

Embora um processo de drastica reducdo das popslai® anfibios venha sendo
detectado em todo o mundo (Houlaleral 2000, Stuaret al. 2004), ainda ndo temos uma
compreensao basica dos controladores da distribeigiversidade destes animais em ampla
escala espacial (Buckley & Jetz 2007). As limitacfigologicas peculiares dos anfibios estéo
bem documentadas e sugerem forte sensibilidadenalicées ambientais (Feder & Burggren
1992).

Segundo Buckley & Jetz (2007), a riqueza de espéldeanfibios aumenta em direcéo
ao equador, com altas concentracdes nas floresfaisais Umidas, particularmente na Bacia
Amazonica e Mata Atlantica. Outras regides de affaeza incluem a Bacia do Congo e
sudeste da Asia. Embora estes padrdes correspoati@amente aos observados em aves
(Ormeet al 2005) e mamiferos (Ceballes al 2005), algumas caracteristicas dos anfibios
mostraram que multiplos fatores parecem trabalharcenjunto restringindo a riqueza de
espécies destes grupo, em particular (Currie 196fz & Rahbek 2002). A 4gua € uma
restricdo fundamental para os anfibios, devidol@ giéamente permeavel e necessidades de
agua para a reproducéo (Feder & Burggren 1992).dCesperado, a disponibilidade hidrica
apresentou, juntamente com a temperatura, muitaisténcia na restricdo da riqueza dos
anfibios (Buckley & Jetz 2007), contrastando comlirainuicdo da riqueza em dire¢cdo aos
pblos observada em aves e mamiferos devido ac@estrienergéticas (Hawkies al. 2003;
Whittakeret al. 2007).

No Estado de S&o Paulo encontramos os biomasstofdlantica e Cerrado, com
caracteristicas contrastantes em diversos aspaetpstencial relevancia para a distribuicdo
geografica e evolucdo fisiol6gica de anuros, taima@regime de chuvas e cobertura vegetal.

O Cerrado € o segundo maior dominio vegetacion@rdsil, abrangendo cerca de 2
milhdes de ke se distribui nas regides Norte, Central, Oest&udeste do pais. Nas
décadas passadas, as areas naturais de Cerradon fexaemamente perturbadas,
principalmente devido a pratica da agricultura eriacdo extensiva de gado (Rat&tral.
1998). Atualmente, somente 20% da cobertura ofligleate bioma se mantém intacto, e
somente 1.2% sédo protegidos na forma de reservidtiiieieret al. 2000). O Cerrado foi
classificado recentemente entre os 25 hotspotsstezs mais importantes (Myetsal. 2000),
alem disso é, possivelmente, o trecho de savap&atanais ameacado do mundo (Silva &
Bates 2002).

Embora este bioma apresente caracteristicas psGquiendo comparadas as de outros

biomas, uma grande variacdo geografica também gedencontrada dentro do Cerrado. A
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precipitacéo varia entre 600 a 800mm no limite @m@aatinga e de 2.000 a 2.200mm na
interface com a Amazonia. Dois parametros devenc@esiderados, uma vez que definem o
clima estacional do bioma: a precipitacdo médiaabda 1.200 a 1.800mm e a duracdo do
periodo seco, que oscila entre cinco a seis memFgminado de veranico. Na regiao
amazonica adéficit hidrico € inferior a trés meses e na Caatinga esdte a oito meses
(Adamoli et al, 1986; Assad e Evangelista, 1994). Apresenta ainda vegetacdo cujas
fisionomias englobam formacdes florestais, sav@necaampestres. As formacdes florestais
sao representadas por Mata Ciliar, Mata de Galbteéia Seca e Cerraddo. As formacdes
savanicas sao representadas por Cerrado: denso, tiglo e rupestre; Vereda, Parque de
Cerrado e Palmeiral. Por fim, as formacdes camgesifio representadas por Campo: sujo,
limpo e rupestre (Ribeiret al, 1983 e Ribeiro & Walter, 1998).

O conhecimento sobre a fauna de anuros do Cerradgtrémamente limitado,
adicionalmente, a maioria dos estudos realizadoanfoconduzidos nas regibes Norte e
Central do Brasil (Moreira & Barreto 1996, Martih998, Strissmann 2000, Basttsal.
2003). Dado que poucos remanescentes destas farsabértas sdo protegidos, os estudos
que fornecem informacdes sobre a fauna e a floti@osadas regides de Cerrado sdo de
grande importancia para o seu manejo e conser(&géa & Bates 2002).

A Floresta Atlantica abriga cerca de 21.361 espéiéeplantas e animais sendo 8.567
dessas endémicas (Myegsal. 2000). Toda essa rigueza e nivel de endemismdasdmém
observados dentro da ordem Anura, apresentanda der@22 espécies, sendo 300 destas
endémicas (Duellman 1999a). Este bioma cobria ralgiente 12% do territério nacional
(uma &rea de cerca de 1.1 milhdes d€)Kse estendendo entre as latitudes 6° e 30°S (SOS
Mata Atlantica & INPE 1993).

Pela extensdo que ocupa do territorio brasileirdylata Atlantica apresenta um
conjunto de ecossistemas com processos ecologimyigados. As formacdes do bioma séo
as florestas Ombrofila Densa, Ombrofila Mista (nmagaaraucérias), Estacional Semidecidual
e Estacional Decidual e os ecossistemas associ@mne manguezais, restingas, brejos
interioranos, campos de altitude e ilhas costegasceanicas. Atualmente, sua area se
encontra ameacadoramente reduzida a menos de S8bbdeura original, distribuida em
pequenos fragmentos alterados e vertentes com gdtdidades, basicamente pela acao
humana (SOS Mata Atlantica 1998).

A Floresta Atlantica apresenta temperaturas médeasl8°C (Walsh 1996), e a
orientacdo das serras costeiras da origem a chowagraficas e uma precipitacao

consideravel durante o inverno. Desta forma, aeBtar Atlantica Ombrofila apresenta um
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clima quente e Umido sem apresentar uma estacaodsfinida, com precipitacdo anual

variando de 2000 mm a mais de 4000 mm (Morekdtal. 2000). No Parque Estadual de

Intervales (SP), foi registrado um indice pluvionoét de 4216,2 + 245,5 mm entre 1994 e
1996 (Pizo 2000). Uma estacédo seca definida, gerdbrentre Abril e Setembro, sé aparece
na Floresta Atlantica Semi-decidua (Oliveira-Fida&ontes 2000).

Assim, as caracteristicas contrastantes do Cereadia Floresta Atlantica, que
apresentam respectivamente areas predominantealeetas e fechadas, representam um
sistema ideal para um estudo comparativo da relagfir® aspectos do balanco hidrico e
distribuicdo geogréfica em anuros, aumentando aindanhecimento sobre a fauna desses
sitios e 0s argumentos para a sua conservagao.

A destruicdo do habitat € certamente a maior ame@achversidade de anfibios
(Duellman 1999b), sendo a pouca informacdo a respgd desmatamento sobre as
populacdes de anfibios, alarmante. Na Amazoéniagpemplo, 90% das espécies de anfibios
estdo restritos a fragmentos de florestas tdo peguguanto 350 ha (Zimmerman &
Bierregaard 1986). Este processo de fragmentagd® l[pwar ao desaparecimento de recursos
importantes para a manutencédo de populacdes retaxgiondo seus individuos a condi¢des
ambientais adversas. Segundo Parsons (1983), asie&pode populacbes a condicbes
ambientais extremas, mesmo que por curtos peridd@nte a vida dos individuos, pode
representar um importante fator modulador tantodddribuicdo geogréfica quanto da
evolucdo de caracteres associados a habilidadeolnteverer sob condicbes de estresse
ambiental.

Carnaval (2002) relatou que espécies encontraddsagmentos da Mata Atlantica do
Nordeste apresentam padrdes de divergéncia gemasscaiados as necessidades ambientais
taxon-especificas. Tais diferencas interespecificassusceptibilidade ao desmatamento
encontradas por Carnaval (2002) demonstram quejaetm a destruicdo do habitat é
prejudicial para muitas espécies, para outras paae resultar em nenhum efeito ou até
mesmo beneficia-las. O desmatamento da Florestaz@mta para a construcdo de rodovias
ou fazendas, por exemplo, pode criar ambientes&oeapidamente ocupados pormarina
e Scinax ruberespécies que nao sdo encontradas na florestexyada (Duellman 1999b).

E interessante observar que dentro de familiasé@masmo de géneros de anuros é
possivel distinguir espécies estritamente depeadatd Floresta Atlantica e espécies que se
ajustam bem a ambientes alterados e/ou naturalnabettos. Porém, € importante ressaltar
gue a maior parte das espécies que se beneficiamacocupacdo humana, representa uma

pequena parcela da diversidade de anuros, com asasepopulagdes e ampla distribuicéo
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geografica (Duellman 1999b). Como diferencas iptgstlacionais em caracteres fisiologicos
obedecendo um padrédo espacial sugerem que o ctid® lpnitar a distribuicdo geogréfica
através de restricdes fisiologicas (Chown & Gasi®®9, Hochachka & Somero 2002),
diferencas de susceptibilidade as modificacdes emdis de origem antropica talvez também
possam ser fundamentadas em restricbes em nioéddiso.

Entretanto, devemos levar em consideracdo quesoasqmectos da historia de vida dos
anuros, como diferencas nos modos de reproducdenptambém influenciar a distribuicéo
das espécies em adicdo ou substituicdo aos ajlistEsgicos. Anuros que nao realizam
oviposi¢do aquatica, por exemplo, sdo muito maisrdificados nas regides da América do
Sul com alta umidade atmosférica (Duellman 199%alicionalmente, muitos grupos de
anuros em que as larvas se desenvolvem em coragsadldticos séo restritos a areas com
relevo dissecado no sudeste brasileiro e Andesli(Dare 1999a). A duracdo da estacao
reprodutiva também se encontra associada aos aesaipostos pelo ambiente. A maioria
das espécies de areas caracterizadas por longosigzede seca e curtos periodos de chuva
intensa, por exemplo, apresentam reproducdo explasiadaptacdes comportamentais a
ambientes xéricos, tais como construcao de nineasduma, habito de escavacéo, estivacao
em tocas de roedores ou cupinzeiros, ou ocupacg@oétins durante a estacdo seca (Gallardo
1979, Duellman 1999a). Consequentemente, ndo devemoca perder de vista que 0s
padrbes de distribuicdo e biodiversidade n&o sduoeste resultado de necessidades
fisioldgicas, mas também da complexa interacdo aspectos do comportamento e histéria
de vida, bem como do histérico das diferentes e=gié das linhagens que as habitam
(Duellman 1999a).

Objetivo

Considerando todos os aspectos até entdo abordadugjetivo deste projeto foi
investigar a evolucdo de caracteristicas do baldmiclnico como a sensibilidade do
desempenho locomotor a desidratacdo, as taxagdk ¢ agua por evaporacgao, a resisténcia
a perda de agua por evaporacao e as taxas deae@draa partir de agua livre, ao longo da
filogenia de anuros do Estado de Sao Paulo. Adahmoente, o projeto teve como objetivo
investigar as relacdes evolutivas entre estaswasigdbem como as suas possiveis associacdes
com a distribuicdo geografica das espécies, atrdeéama abordagem comparativa entre

anuros de Mata Atlantica e Cerrado.
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Sitios de estudo e espécies incluidas

As coletas foram realizadas em quatro localidadelSstado de Séo Paulo, sendo duas
delas regides de Mata Atlantica Ombréfila (Estagéoldgica de Boracéia, no Municipio de
SalesoOpolis e Parque Estadual Intervales, no Muinicle Ribeirdo Grande), uma regido de
ecotone entre a Mata Atlantica Semi-Decidual e ordde (Campus da UNESP, no
Municipio de Botucatu) e uma regido de cerradoazsi Ecoldgica de Assis, no Municipio
de Assis). Na Estacdo Ecologica de Boracéia (2B33R"S; 45°53'22.41"W) foram
coletados entre 20 e 23 de Janeiro de 2009, indigidpertencentes as espécies:
Dendropsophus micropgN=7), Scinax hayii (N=10), Hypsiboas polytaeniugN=9),
Hypsiboas bischoff(N=8), Scinax crospedospillugN=2), Rhinella icterica (N=10). Na
Estacdo Ecologica de Assis (22°34'19.88"S; 50°28231V), foram coletados entre 05 e 08
de Marco de 2009, individuos pertencentes as espéddypsiboas albopunctatugN=9),
Dendropsophus minutydl=10), Leptodactylus podicipinudN=7) eHypsiboas fabe(N=10).
Nos dias 24 e 31 de Agosto de 2009, foram coleta@dsdividuos da espécithyllomedusa
tetraploideadentro do Campus da UNESP de Botucatu (22°53'%;228°30'2.83"W). Por
fim, no periodo de 14 a 17 de Novembro de 200@nfocoletados no Parque Estadual de
Intervales (24°16'24.55"S; 48°25'2.27"W), individymertencentes as espéclesptodactylus
notoaktites(N=3), Phyllomedusa distinctéN=5), Physalaemus olfers(iN=7), Physalaemus
spiniger(N=8), Proceratophrys boiefN=10), Rhinella icterica(N=9), Rhinella ornata(N=3)

e Scinax rizibilis (N=10). Todos os individuos coletados, para todasspécies, foram
macgos adultos durante o periodo reprodutivo.

Os animais foram coletados sob a licenca de captutsansporte do IBAMA
(Namero: 17377-1). A metodologia para obtencdo dios descrita nos itens a seguir foi
aprovada pela Comisséo de Etica na Experimentagémah (CEEA) tanto para o presente
projeto (Anexol) quanto para projeto jovem pesa@lgsaintitulado “Fragmentacdo das
Florestas, DistribuicAo Geografica e Evolucdo HMigjca em Anuros Neotropicais”
(Anexo2), de autoria do orientador, Prof. Dr. Fad@Ribeiro Gomes do Departamento de
Fisiologia da UNESP de Botucatu (FAPESP - procaessoero 06/54699-1).

Manuteng&o dos anuros em laboratorio

Os animais foram mantidos em recipientes plastiedividuais, substrato umido e
algum tipo de refugio (fornecendo esconderijo) t#wpas dos recipientes eram furadas para
permitir a circulacdo de ar. Os animais foram etqeao ciclo natural de luz e temperatura, e

alimentados com larvas de tenébrio, baratas ouatesrle camundongo, conforme o seu
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tamanho. Todas as medidas em laboratério foranzagals num prazo de 15 dias desde a
chegada do animal, pois nesse periodo o efeitehpd de manutencdo em cativeiro, ao

menos para variaveis metabdlicas, ndo foi obser{fddoas & Gomes 2001).

Desempenho locomotor e sensibilidade a desidratacéo

O desempenho locomotor dos animais foi medido ena WEstufa Tipo Sala
Climatizada/Fitotron (Eletrolab, modelo 011 com #®¥2 mantendo-se uma temperatura
constante de 25°C £ 1°C. Anteriormente as medidasanimais foram individualmente
mantidos em recipientes plasticos com substratda@imor duas horas, a temperatura do teste,
sendo a manutencdo de substrato umido durantepesdtelo fundamental para prevenir a
perda de agua corpoOrea antes do inicio do test@s Apte periodo, 0s animais tiveram suas
bexigas urinarias esvaziadas e, em seguida, foemwsscom papel absorvente, pesados (+
0,01g) e medidos em seu comprimento rostro-clo@c@l0lcm). Esta medida de massa foi
considerada padréo, ou seja, com os individuos 18@%atados. Os animais foram entdo
estimulados a saltar no chéo da sala através de tegues na regido posterior do corpo, por
uma série de seis saltos consecutivos. As distgeciaie 0s saltos foram medidas e o maior
valor entre os seis foi considerado como desemplesbmotor do animal 100% hidratado.

Os animais foram individualmente colocados em catetadas através das quais foi
passado um fluxo de ar, gerado por ventiladoresiag, no interior da estufa climatica
mantida a 50% * 5% de umidade relativa. A distados animais em relacédo ao ventilador,
bem como a inclinacdo da incidéncia do vento sabreaixas teladas, foram controladas de
forma a manter uma taxa de perda de agua por egfmwrao redor de 10% da massa
corpOrea padrao por hora.

A reducédo da massa corporea foi monitorada comstearite e, cada vez que a massa
corporea dos animais era reduzida em 10% de susantaspOrea padrdo, a série de seis
saltos foi repetida. Foram obtidos dados de desanagp@comotor em pelo menos trés niveis
de hidratagé@o para cada individuo, ou seja, indoddL00% hidratados, com 90% e 80% da
massa inicial. Testes com massa corporea em 75980ed@ massa inicial foram realizados
quando a espécie em questao tolerava atingir faesnde desidratacdo. Para obter estes
niveis de desidratacdo, as condi¢cdes foram moddxpara que a taxa de desidratacdo fosse
mantida em 5% da massa corporea padrdo por hordema®-se assim um intervalo minimo
de uma hora entre cada série de saltos.

Os resultados destes testes poderiam, teoricamagmtesentar influéncia de fatores

adicionais a desidratacdo, tais como a fadiga seiyas ritmos diarios da motivagdo para
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atividade locomotora. Mesmo considerando que Beucha colaboradores (1984)
demonstraram que um intervalo de uma hora entséréss de salto ndo afeta o desempenho
locomotor em algumas espécies de anuros, considsrpossivel a ocorréncia de uma grande
variacao interespecifica. Sendo assim, um dia@uhticontendo cinco testes consecutivos de
desempenho locomotor com intervalos de uma horaefdizado para cada espécie, sendo
todos realizados com os animais completamente thtba e a 25°C = 1°C. Tal teste
adicional foi realizado com o objetivo de deteetanfluéncia de possiveis efeitos adicionais
no desempenho locomotor para as diferentes espéstagas.

Para analisar a sensibilidade do desempenho loooaatesidratacdo, inicialmente os
dados de distancia saltada foram relativizados pada individuo, sendo o maior salto
considerado entre as cinco séries como 100%, eemsid considerados uma porcentagem
deste. Em seguida, foi feito um grafico para cadkividuo onde o nivel de hidratacdo foi
colocado no eixo das abscissas e a porcentagemstimaia saltada em cada nivel de
hidratacdo no eixo das ordenadas. Esses pontos) ferddo interligados empiricamente,
obtendo-se uma reta a partir da qual se extraiualorvdo nivel de hidratacdo cujo
desempenho locomotor atingiu 70% do desempenhaniatos maximo para cada individuo
(Beuchatet al. 1984). Esse valor foi considerado como a senddak do desempenho
locomotor & desidratacdo, sendo que a sensibilidageenor quanto menor o nivel de
hidratacdo cuja distancia saltada atinge 70% damaax

Resisténcia e taxa de perda de agua por evaporacao

Animais 100% hidratados foram mantidos por duasaoem uma sala com
temperatura controlada (25°C + 0,1°C), acondiciosado interior de recipientes plasticos
com um substrato Umido, para prevenir perda de @&guadrea. Apos este periodo, 0s
individuos tiveram suas bexigas urinarias esvagiadando em seguida secos com papel
absorvente, pesados (+ 0,01 g) e colocados naanthxr uma camara de acrilico com entrada
e saida de ar. Foram utilizados dois tamanhos miare®: 1700 cfhpara animais maiores, e
140 cn? para os animais menores.

Para as medidas de taxas de perda de agua poray@p@ resisténcia a perda de
agua por evaporacdo, foi utilizado um sistema droflaberto, com fluxo de ar positivo
constante (5 cfis® na cAmara menor e 23 €8T na cAmara maior) gerado por um conjunto
de bomba de ar associado a um fluximetro de m&S3s (Subsampler — Sable Systems) e
mantido a uma umidade relativa de 20% por um clador de umidade relativa

(RH/Dewpoint Controller — Sable Systems). Estes dloixos para as camaras de tamanhos
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diferentes foram calculados de forma a manter uetacidade de vento padronizada (0,25
cm.sb). O fluxo de ar com umidade controlada foi ent@icaeninhado para trés camaras
distintas: uma camara vazia, uma contendo o ingoyié uma contendo um modelo de agar
3%, confeccionados a partir de contra-moldes dmatly feitos a partir de individuos das
diferentes espécies, de forma a utilizar modelos fmyma e tamanho compativeis com cada
espécie estudada. O ar saindo de cada uma dasaséiagntdo encaminhado, através de um
direcionador de fluxo (RM8 — Intelligent Multiplexxe Sable Systems), para um analisador de
vapor de agua (RH — 300 RH/Dewpoint Analyzer — 8&ystems). Um sistema de interface
(UI-2 Data Acquisition Interface — Sable Systemspmado a um computador permitiu
registros continuos, sendo utilizados somentegistres nos quais 0s animais se mantiveram
na postura de conservacao de agua. A deteccacedosl@s do registro em que 0s animais se
mantiveram na postura de conservacao de aguacdradate realizada através da analise do
registro de vapor de 4gua, uma vez que observag@&etas demonstraram que qualquer
ajuste de posicdo ou movimentacdo do animal demdrocdmara era acompanhado de
alteracOes subitas nos valores médios e tambémam@neia do sinal registrado. Apds o
término do registro, os individuos foram retirad@s camaras e novamente pesados (+ 0,01
g). Nos calculos de perda de agua por evaporagitorégm diferenciadas as perdas pela pele
e pelo trato respiratério, ja que estudos antegi@lemonstraram que esta Ultima ndo é
significativa em anuros (Spotila & Berman, 1976n&ey & Yorio, 1979; Wygoda, 1984).

As taxas de perda de agua por evaporacéao foramadds a partir da formula:

TD = F, DVAL — K, DVA,

OndeTD representa a taxa de perda de agua por evapabséhita (Lg:; Fa e Fy
representam o fluxo de ar (2s7), respectivamente na camara contendo o animal e na
camara vazia; BVA, e DVA, representam a densidade do vapor de agua, (jig.dmar que
deixa, respectivamente, a cAmara contendo o amraatdmara vazia. O calculo da taxa de
perda de agua por evaporacgao por area de expdsig@alizado dividindo-se a taxa de perda
de agua por evaporacédo absoluta por dois tercespiaficie corporea total dos animais, que
segundo Withers e colaboradores (1982a), € a pajgédose mantém exposta enquanto 0s
animais se encontram na postura de conservaca@uie A area de superficie total foi

considerada a partir de McClanahan & Baldwin (1969)
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SA=9,9M%%¢

OndeSArepresenta a area de superficie totaP{ceM representa a massa corpérea
do animal (g).

A resisténcia a perda de agua por evaporacdo é ostangor duas forcas de
resisténcia: a resisténcia da pd¥ € a resisténcia da camada de vapor de agua edisig
da pele Ry) resultando numa resisténcia tot]) (Spotila & Berman, 1976; Wygoda 1984,
1988).

R =R +R>R=R-R

Para se determinar a resisténcia da pele foramaatds os registros dos animais que
mantiveram a postura de conservacdo de agua, @s fquaeceram os dados de resisténcia
total (R). Os registros dos modelos de agar 3%, confeatampara as diferentes espécies e
mantidos nas mesmas condi¢cdes descritas anteritapara as medidas de taxa de perda de
agua por evaporacao, forneceram os dados de resstda camada de vapor de agua na
superficie Ry), j& que o0 agar perde agua a taxas equivalentesaasuperficie de agua livre
(Spotila & Berman, 1976). Ambas as resisténciaanfocalculadas a partir da formula:

R= (DVA— DVAJ)/TDa

Onde R representa a resisténcia a perda de agua por ragdpo(s.ct); DVA
representa a densidade do vapor de agua na satjag&n?) na superficie da pele do
animal; DVA. representa a densidade do vapor de agua ({fy.dmar que deixa a camara
contendo o animal ou 0 modelo de agar; e porTiDy, representa a taxa de perda de agua por
evaporacdo por area de exposicdo (ug.sM. A densidade do vapor de a4gua na saturagéo
foi calculada utilizando-se a lei dos gases idet@sacordo com Campbell (1977), a partir da
temperatura da superficie da pele dos animais, daediravés do uso de termdmetros
infravermelhos digitais (TI-860, Instrutherm), aoal de cada teste e da pressao do vapor de
agua saturado obtida a partir de uma tabela emuBe{@981). Todo o sistema utilizado no
registro foi mantido em uma Estufa Tipo Sala Cligeata/Fitotron (Eletrolab, modelo 011

com 4x2m) com temperatura de 25°C = 0,1°C.
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Taxas de reidratacdo a partir de agua livre

As medidas de taxa de reidratacdo a partir de lgeaforam obtidas através da taxa
de ganho de massa corporea dos individuos. Logoapoleta de dados de perda de agua por
evaporacao, 0s animais ja desidratados, foram pges@d0,01 g) e colocados em potes
plasticos de tamanho compativel com a massa doddnds e contendo agua em um nivel
suficiente para que os individuos mantivessem stamgmegiao ventral em contato com a
agua. Em intervalos de 2 minutos, esses animam egtrados da agua, secos com papel
absorvente e pesados (+ 0,01 g) novamente, pormefms seis vezes consecutivas. Com
isso, foi possivel estimar a taxa de reidratac&mlata (g.miff) & partir da regresséo do
ganho de massa corpoérea pelo tempo. Para a obtdactaxa de reidratacdo por area, foi
utilizada a formula proposta por McClanahan & Bald¢1969), porém considerando-se um
terco da &rea corpOrea total, 0 que representgi@reentral que esta exposta a agua durante
a reidratacgéo.

Analise dos resultados

A estatistica descritiva completa foi realizadaapeada variavel em cada espécie
através do uso do programa SPSS for Windows var38) sendo todas as analises descritas
a seguir realizadas a partir dos dados médiosgaaia espécie, transformados emgoBara
detectar a existéncia de diferencas interespesifiea variaveis estudadas (taxa de perda de
agua por evaporacao, resisténcia a perda de agwvauooracao, taxa de reidratacdo a partir
da agua livre e sensibilidade do desempenho loaométdesidratacdo) foram utilizadas
analises de covariancia (ANCOVA) em que espécimertomo fator e massa corpérea como
co-variavel. Nos casos em que a massa corporeafefou significativamente a variavel
dependente, uma andlise de variancia (ANOVA) fdizatla, em que espécie entrou como
fator. No caso da existéncia de variagcdo interéBpacsignificativa, a discriminacdo destas
diferencas foi realizada através de testeposteriori de pares de médias com ajuste de
Bonferroni para comparacdes multiplas.

Para detectar a possivel influéncia das relacdegefiéticas sobre a variacao
interespecifica das caracteristicas estudadascber corrigir os dados para a influéncia da
filogenia quando esta influéncia foi significativana arvore filogenética para as espécies
utilizadas no presente projeto foi construida, semtbpologia desta baseada na sobreposicao
de hipbteses propostas na literatura (Faivovicl22B@ivovichet al. 2005; Froset al 2006 —

Figura 1). Dado que estes artigos nao traziam astias de datacdo dos eventos de
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especiacdo ao longo da filogenia, trés comprimeatbgrarios de bracos foram testados
quanto & adequacdo estatistica através do usodido®DTREE do Programa de Analise da
Diversidade Fenotipica (PDAP; Garlagidal. 1992, Garland & Diaz-Uriarte 1999, Garland &
Ives 2000). Os trés comprimentos arbitrarios testddram: constante (todos os braco com
comprimento igual a 1,0), Grafen (1989) e Paged2)9A andlise dos graficos diagndsticos
para cada comprimento de brago permitiu a esca@lmagomprimento de bragos constante.

O préximo passo na analise foi verificar, para asaveis continuas, a presenca de
sinal filogenético, definido como a tendéncia dgaoismos filogeneticamente proximos
serem semelhantes entre si com relacdo as var@éwvegiestdo (Blombergt al. 2003). Para
tal, foi utilizado o procedimento de aleatorizadégprograma PHYSIG.M, desenvolvido para
o MatlLab por Blomberget al (2003). Este método consiste na permutacao akeatd
sucessiva dos valores fenotipicos entre os termidai arvore filogenética utilizada para
obtencdo de um modelo nulo de distribuicdo parargéwel em questdo. Se a variancia dos
dados reais for menor que 5% dos valores obtidesatalomizacdes (foram utilizadas 1000
aleatorizacdes), a hipdtese nula (auséncia denaP < 0,05) é rejeitada. Para descrever a
quantidade de sinal filogenético nas variaveisiooms foi utilizada uma estatistiEa onde,
guando o valor deK for igual a um, a varidvel apresenta a quantidexia de sinal
filogenético esperado para o modelo de evolucdowBiEna através da topologia e
comprimentos de bragos da arvore em questdo; quEndol, a quantidade de sinal
filogenético € menor do que a esperada; e, constggienteK > 1, a quantidade de sinal
filogenético € maior do que a esperada dentro dpecdicacdes da arvore em questédo
(Blombergat al. 2003). Dado que n&o foram obtidos dados de taslasridveis para todas as
espécies coletadas, uma arvore filogenética cordxamo numero de espécies foi obtida para
cada variavel, sendo a probabilidade de existédeissinal filogenético, bem como sua
quantificacdo, calculada para cada uma delas.

No caso das variaveis que apresentaram sinal fiig®, o método dos contrastes
independentes foi utilizado para determinar ascges entre as variaveis apds o controle
para as relacbes filogenéticas (Felsenstein 1986). contrastes independentes foram
calculados através do modulo PDTREE do PDAP, sesdmalises estatisticas subsequentes
realizadas com estes contrastes. Através do m&IDBIMUL do PDAP, foram realizadas
também simulacdes de evolugdo por movimento Brawenigforam utilizadas 1000
simulacdes) de cada variavel (massa corporeatéesia a perda de agua por evaporacao,

taxa de perda de agua por evaporacao, taxa dategédo a partir de agua livre e sensibilidade
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do desempenho locomotor a desidratacdo) de acantioactopologia e comprimentos de
bragos das arvores utilizadas.

Para investigar as relacfes entre as variaveisnu@st estudadas (massa corporea,
resisténcia a perda de agua por evaporacao, taparda de agua por evaporacao por area,
taxa de reidratacdo a partir de agua livre por @rsansibilidade do desempenho locomotor a
desidratacdo), uma analise de componentes priscgmemn rotacdo Varimax foi realizada a
partir dos contrastes independentes destas vasjdsendo considerados para interpretacéo
somente 0s componentes que apresentaram eigenwaigres que 1,000.

Para investigar se espécies com diferentes habitbabitats diferiam quanto as
variaveis estudadas, as espécies foram inicialnudgsificadas em grupos. De acordo com o
habito, as espécies foram divididas em 3 categarasricolasP. distincta, P. tetraploidea,

H. albopunctatus, H. faber, H. polytaenius, H. bsii, S. hayii, S. crospedospillus, S.
rizibilis, D. micropse D. minutu$; criptozdicas I(. podicipinus L. notoaktitesP. olfersii, P.
spinigere P. boie); e terrestresK. ictericae R. ornatd. Quanto ao habitat, as espécies foram
divididas em 2 categorias: encontradas na Flowtsdatica (. distincta, H. polytaenius, H.
bischoffi, S. hayii, S. crospedospillus, S. rimhiD. microps, L. notoaktite$. olfersii, P.
spiniger, P. boiei, R. icterica R. ornata); e encontradas em &reas de Cerrado ou em ambas
(P. tetraploidea, H. albopunctatus, H. faberL. podicipinud. Através do uso do médulo
PDANOVA do PDAP, foi realizada uma ANOVA para cadaulacao feita pelo PDSIMUL,

e o0 percentil 95.° do conjunto de valoresdderovenientes das ANOVAs de cada simulacao
foi calculado através do SPSS Windows versao 10@$.grupos foram considerados
significativamente diferentes quanto a uma detemdanvariavel quando o valor @epara a
real distribuicdo dos dados (obtido a partir da AMOconvencional realizada por outro
modulo do PDAP chamado PDSINGLE) foi superior acgeatil 95.° do conjunto de valores
de F obtidos a partir do PDANOVA. Para as variaveis qua apresentaram sinal
filogenético a mesma investigagao foi realizadaépo utilizando a estatistica convencional
com uma ANOVA no software SPSS for Windows versa@.1
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Diferencas interespecificas

Os dados de massa corporea, taxa de perda de Ggenaporacao, resisténcia a perda
de agua por evaporacdo, taxa de reidratacdo a plartiagua livre e sensibilidade do
desempenho locomotor a desidratacdo estdo repadssntna forma de meédia = desvio

padréo, na Tabela 1.

Resisténcia a perda de agua por evaporacao

A resisténcia a perda de agua por evaporacao witerire as espécies ifkos =
25,403,P < 0,001), sem apresentar relacdo com a variacamassa corporea {kp3= 3,367,
P = 0,069). A ANOVA utilizando espécie como fator figaou a existéncia de diferencas
interespecificas (s 104= 26,258,P < 0,001 — Figura 2), sendo que as duas espécigéramo
Phyllomedusapresentam uma resisténcia a perda de agua gmsragdo muito maior que a
observada para as demais espédtes ,001), ndo diferindo apenas entre eRs (1,000) e
de D. microps (P = 0,222). Como a resisténcia a perda de agua papoeacdo de
Phyllomedusa muito elevada, sua inclusdo nas analises podanauflar diferencas mais
sutis entre as demais espécies. Dessa forma, aanashise foi repetida, sem a inclusdo das
duas espécies drhyllomedusaA partir desta andlise, foi possivel constatar gsidiferencas
interespecificas de resisténcia a perda de aguevpporacao permanecem4h= 29,324 P
< 0,001), sendo que. micropsteve a maior resisténcia a perda de dgua por BgimP <
0,017), seguido de. bischoffie H. polytaeniugjue nao diferiram significativamente entre si
e deH. faber, S. crospedospilys. hayiie S. rizibilis(P > 0,187). Par&. hayiia resisténcia a
perda de agua por evaporagdo foi maiBr { 0,015) que pared. albopunctatus L.
podicipinus P. boiei R. ictericae R. ornata ja H. faber e S. rizibilis tiveram um valor
significativamente maior < 0,026) qud.. podicipinus R. ictericae R. ornata enquantd.
albopunctatus P. olfersii P. spiniger P. boiei e S. crospedospilistiveram valores
significativamente maiore® (< 0,014) queR. ictericae R. ornata FinalmenteL. notoaktites

teve uma resisténcia a perda de 4gua por evaparagiao apenas guR. ornata(P = 0,009).

Taxas de perda de agua por evaporacao

As taxas de perda de 4gua por evaporacao difedrdra as espécies;fhos= 16,314,
P < 0,001), ndo apresentando relacdo com a variagamassa corpoérea {lps= 0,811,P =
0,370). Uma ANOVA utilizando espécie como fatorfimaou a existéncia de diferencas
interespecificas nas taxas de perda de agua ppomgao (Is104= 17,022,P < 0,001 —
Figura 3), sendo que. tetraploideae P. distinctativeram as menores taxas de perda de 4gua

Dissertacdo de Mestrado — Braz Titon Junior



Resultados 24 -

por evaporacao diferindo significativamente das aleraspécies(< 0,003), seguidas de.
microps e P. boiei que diferiram significativamente apenas Rlespiniger R. ornatae S.
rizibilis (P < 0,050).

As diferencas interespecificas das taxas de pesdagda por evaporacdo também
permanecem apos a exclusdo do gérérdlomedusala analise (|9,= 13,676,P < 0,001),
sendo quéP. spiniger R. ornatae S. rizibilis tiveram as maiores taxas de perda de agua por
evaporacao, nao diferindo significativamente eelas e dé1. albopunctausL. podicipinuse
P. olfersii(P > 0,070). Ja parh. podicipinus as taxas de perda de agua por evaporacao foram
maiores que as observadas garanicrops H. bischoffj L. notoaktitese P. boiei(P < 0,038),
enquanto que patd. albopunctausH. faber, P. olfersii R. ictericae S. crospedospilygsses
valores foram maiores somente que os observadasDpanicropse P. boiei (P < 0,045).
Finalmente, os valores de taxas de perda de aguavaporacao encontrados p&ahayiiso

foram maiores do que os encontrados panaicrops(P = 0,014).

Taxas de reidratacéo a partir da agua livre

As espécies diferiram em suas taxas de reidratacdartir de agua livre por area
(Fi3.97= 19,555,P < 0,001), ndo existindo um efeito significativo i@ssa corporea sobre
essa variavel (7= 0,730,P < 0,395). Uma ANOVA tendo espécie como fator readin a
diferenca significativa entre as espécies ¢§= 28,158,P < 0,001 — Figura 4), sendo gke
boiei apresentou as maiores taxas de reidratacdo & partédgua livre, ndo diferindo
significativamente apenas dd. bischoffj H. fabere R. icterica (P > 0,094). Esses valores
também foram altos patd. bischoffie H. faber, que além de né&o diferirem &e boiei(P =
0,642) e entre sA(= 1,000), também nao diferiram Beicterica(P = 1,000).R. icterica por
sua vez, apresentou uma taxa de reidratacdo a garéigua livre maior que. microps L.
podicipinus P. tetraploideae P. olfersii (P < 0,038).H. albopunctatuse S. hayiitiveram
taxas de reidratacdo a partir de agua livre maque®. microps L. podicipinuse P. olfersii
(P < 0,008). Finalmentel). minutus H. polytaeniuse P. tetraploideativeram esses valores

maiores somente do qie micropse P. olfersii(P < 0,017).

Sensibilidade do desempenho locomotor a desidrataca

As espécies estudadas diferiram significativamegtento a sensibilidade do
desempenho locomotor a desidratacae d§= 7,297,P < 0,001), ndo havendo relacdo com a
variacdo em massa corporeadd= 0,917,P < 0,341). A ANOVA tendo espécie como fator

confirmou a diferenca significativa entre estas2(P1 = 7,509, P < 0,001 — Figura 5), sendo
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o desempenho locomotor #e bischoffimenos sensivel a desidratacdo queRencterica(P
= 0,006),P. olfersii(P = 0,029)D. minutus(P < 0,001)H. albopunctatugP < 0,001). hayii
(P < 0,001) &.. podicipinus(P < 0,001)D. microps H. faber, P. boieitambém apresentaram
menor sensibilidade do desempenho locomotor a m¢agio queD. minutus H.

albopunctatusS. hayiie L. podicipinus(P < 0,022).

Sinal filogenético

Das cinco variaveis estudadas, apenas trés apaem@nsinal filogenético (massa
corpdrea, taxa de perda de agua por evaporacdisteneia a perda de agua por evaporacao),
com valores d&K entre 0,826 e 1,223 (Tabela 2). Desta forma, fegos da relacao
filogenética entre as espécies estudadas foi peavaa variacao interespecifica para estas
trés variaveis, sendo o emprego dos contrastespendentes realizado nas analises

subsequentes, sempre que estas variaveis foramdas!

Relacbes entre as variaveis estudadas
A analise de componentes principais realizada #r giys contrastes independentes

das cinco variaveis continuas estudadas resultoudeism componentes (Tabela 3). O

componente 1 explicou 49,77% da variancia totahne® associado, em termos gerais, a
perda de agua e a sensibilidade do desempenho dbmorn desidratagdo: quanto maior a
sensibilidade do desempenho locomotor a desidkatacd resisténcia a perda de agua por
evaporacao, menores sao as taxas de perda deargeaporacao. O componente 2 explicou
33,21% da variancia total, sendo composto pelg&el@ositiva entre taxa de reidratacéo a

partir da dgua livre e a massa corpérea.

Efeito das diferencas em habito e habitat

A Tabela 4 é relativa as varidveis que apresentaiaal filogenético e, portanto
tiveram uma andlise diferenciada tanto entre agoats de habito quanto as de habitat e traz
os valores ddé= obtidos de uma ANOVA convencional, bem como ogasgntados pelo
percentil 95.° de mil simulacbes de evolucdo Brawai das variaveis estudadas, cuja
comparacao revela que ndo houve uma diferencdisgiia em nenhuma das variaveis, uma
vez que os valores depara a real distribuicdo dos dados foi muito med@ra Tabela 5 traz
os resultados uma ANOVA convencional realizada p&raariaveis que nao apresentaram
sinal filogenético, mostrando a auséncia de dif@esignificativa, para ambas variaveis, entre
as categorias tanto de habitoXB,668) quanto de habitat §0,167).
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Sinal filogenético

Ao se avaliar a Tabela 2, vemos que trés das \@asi@studadas apresentaram um
forte sinal filogenético: massa corpore@ £ 0,010), resisténcia a perda de agua por
evaporacaol = 0,001) e a taxa de perda de agua por evapo(Bgé®,017). Podemos ainda
verificar que os valores dK para as trés variaveis permaneceram proximos @@0,1,
sugerindo que a evolugdo destas caracteristicas ped explicada de maneira muito
contundente por movimento Browniano simples, comcpoacdo de algum tipo de selecdo
direcional ou estabilizadora (Blombeztal. 2003). Por outro lado, tanto a taxa de reidratacéo
a partir de agua livre, quanto a sensibilidade egsethpenho locomotor a desidratacdo néo
apresentaram sinal filogenético significativ®w= 0,237 eP = 0,437, respectivamente), sendo
ambas as variaveis caracterizadas por valoré&rdenores que 1,000. Tal constatacdo sugere
que estas variaveis apresentam uma grande varidecwipica, embora ndo tenhamos
elementos para discernir sua natureza. Talvez, ggatade variabilidade possa representar
uma grande resposta a selecado direcional, emboréenBamos ainda uma clara idéia sobre
0S possiveis fatores seletivos atuantes sobre astaderisticas ao longo da histéria evolutiva
(ver préximos itens desta discussdo). Uma outrailpidade € que a grande variabilidade
fenotipica encontrada para estas caracteristicaga-se a plasticidade fenotipica.
Experimentos de aclimatacdo serdo necessarios vagificar a maleabilidade fenotipica
individual destas variaveis.

Uma ultima possibilidade é a de que a pequenagepiatividade de espécies para
cada grupo filogenético tenha mascarado a existémeisinal filogenético para a taxa de
reidratacdo e a sensibilidade do desempenho locoraadesidratacdo. Tal observagédo deve-
se ao fato de que, foram justamente para estasvdtiageis, que na maioria das vezes foram
utilizadas somente uma espécie dentro de cada qéineivez, a existéncia de sinal
filogenético significativo para estas variaveis gggk ser detectada com a inclusdo de um
maior niumero de espécies, principalmente dentrgéderos pouco representados, tais como
PhyllomedusaDendropsophudProceratophrys Rhinella

Relacbes entre as variaveis estudadas

A observacao de correlagBes fenotipicas entrewasi@o longo da evolucdo podem
surgir como resultado de (1) uma correlacdo furatiengenética entre estas, resultando em
uma unidade evolutiva, ou (2) como resultado de tesposta paralela e integrada a selecao
natural, no processo conhecido como selecdo coiwakda (Futuyma 1998)\ andlise de

componentes principais para os dados do presefigoesiostrou, em um dos componentes
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extraidos, uma forte relacdo negativa entre atéesis a perda de agua por evaporacao e as
taxas de perda de agua por evaporacao e, adiciem@nguanto maior a taxa de perda de
agua por evaporacédo, maior também a sensibilidadi2sempenho locomotor a desidratacéo
(Tabela 3). Em um segundo componente, encontraleeida uma relacdo positiva entre
taxa de reidratacdo por area e massa corporealdi3gbe

Modelos de genética quantitativa predizem que cergsl de caracteres relacionados
a um sistema funcional particular devam tornaresteiinente integrados através de efeitos
pleiotrépicos de genes que, por sua vez, apreseptarmos efeitos em outros complexos
fenotipicos funcionalmente integrados. Desta formagvolucdo da arquitetura genética
subjacente a caracteres funcionalmente relaciorladasa ao padrao de heranca destes como
se fossem um carater unico, permitindo a adaptdeadiferentes funcbes com pouca ou
nenhuma interferéncia entre estas (Cheverud 19%gn&f 1996). Uma evidéncia de que
diferentes caracteristicas fenotipicas represamtanima unidade modular de evolugéo, seria a
manutencdo das relagbes entre estas caracteristicéangos periodos de tempo, abarcando
diversos eventos de cladogénese, e ao longo deanmdegintervalo de condi¢cdes do ambiente
(Schwenk & Wagner 2001).

A relacdo entre a resisténcia e a taxa de perdguwke por evaporacgao ja era esperada,
uma vez que a variacao na resisténcia da peleda peragua por evaporagado € determinante
da taxa de perda de &gua por evaporacdo (SpotBeréhan 1976; Wygoda 1984, 1988).
Desta forma, faz sentido a forte relacdo fenotimoaontrada entre estas ao longo da
evolucdo, sugerindo que estas realmente devem ffasma unidade evolutiva (Cheverud
1996, Wagner 1996). Adicionalmente, o préprio délala resisténcia € derivado da medida
da taxa de perda de &gua por evaporacdo. Por tadm a interpretacdo da relacdo
encontrada entre a sensibilidade do desempenhméioo a desidratacdo com as outras duas
variaveis é muito menos Obvia.

Enquanto diversos estudos vém demonstrando qusistérecia a perda de agua por
evaporacdo e, conseqientemente, a taxa de perdgudepor evaporacdo parecem estar
ligadas a caracteristicas da pele como espessatagdg queratinizacao e secrecao de lipideos
(Toledo & Jared 1993; Lillywhite 2006), o efeito diesidratacdo sobre o desempenho
locomotor em anuros vem recebendo menor atenc@es®mpenho aerdbio é afetado pela
desidratacdo principalmente por um declinio no m&uplasmatico, e um aumento no
hematocrito, na concentracdo de solutos plasmagcosgm pressdo osmotica e coloidal
(Hillman 1978, 1980, 1982, 1984; Hillmaet al 1987). Como consequéncia, o debito
cardiaco diminui e a resisténcia periférica aumemtacipalmente devido a diminuicdo de
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volume aumento da viscosidade sangiinea além derdanda vasoconstricdo (Hillman
1978, 1987). Todas essas consequéncias fisiolédaaesidratacdo associadas a reducao da
eficiéncia circulatoria podem claramente estar @adas de maneira causal a reducédo da
capacidade aerGbia maxima, porém, ndo a capacgladética durante o exercicio (Gatten
1987, Stefansket al 1989).

Como neste estudo o desempenho locomotor foi alvatitravés de uma série de seis
saltos, a fonte de ATP para sustentar este exerdeve certamente provir de glicolise
anaerobia, e a desidratacdo deve ter afetado smgesbo locomotor de forma diferenciada a
descrita pelos estudos acima citados. De um modal, genfibios adultos captam,O
principalmente através dos pulmdes, porém, excretamaioria do C@ através da pele
(Pinder 1992) e a taxa de eliminacdo de, @0eduzida eniR. marinaquando desidratado,
impondo mudancas compensatorias na frequéncialatént bem como no balanco acido-
base renal (Boutilieet al 1979). Entretanto, emboRa marinadesidratados possa apresentar
uma resposta compensatoria adequada a manutengdte das fluidos corpéreos durante o
repouso, a situacdo deve se agravar durante oi@rerblesta situacdo de exercicio e
desidratacdo, o aumento da taxa de formacdo desacidmbinada com a reducédo da
eficiéncia de liberacdo de G@oderia causar um reducdo do pH muscular, gerqnelda na
atividade das enzimas glicoliticas e desempenigalie (Hochachka & Somero 2002). Uma
outra possibilidade € a de que, com a desidratagdiaumento da resisténcia periférica, a
disponibilidade de ©fique prejudicada ndo somente para os musculogxarcicio mas
também para o sistema nervoso, reduzindo a efiai@uacrecrutamento de fibras e a poténcia
do salto. Estas hipoteses permanecem por ser iga@as, e se considerarmos as diferencas
interespecificas ja encontradas, torna-se partioglate interessante a abordagem
comparativa destes mecanismos.

Considerando os aspectos funcionais acima deseréto temos indicios, pelo menos
até o momento, de que a resisténcia a perda de éguaensibilidade do desempenho
locomotor a desidratagdo estejam funcionalmenteotuttvamente interligados. Assim, a
hipotese mais plausivel para a correlacdo encantsagh a de selecdo correlacionada, de
forma que ambas as caracteristicas venham respim@analelamente as pressoes seletivas.
Um exemplo de evolugéo correlacionada é o estudgraldie (1992) sobre o polimorfismo e
o comportamento anti-predatério da serpehtamnophis ordinoidesem que este autor
demonstrou que os individuos listrados que fugiapdamente em linha reta e em uma Unica
direcédo, e os individuos manchados que tendianvextes a rota de fuga freqientemente,

ocupavam dois picos adaptativos distintos, sem apias duas caracteristicas estivessem

Dissertacdo de Mestrado — Braz Titon Junior



Discussae 30 -

geneticamente interligadas. De forma semelhanted#éamos que os individuos que tiveram
uma maior resisténcia a perda de agua por evamofagéseqiientemente com menores taxas
de perda de agua por evaporacao) e uma menor ifidadid do desempenho locomotor a
desidratacdo tiveram maior sucesso reprodutivaiaddo maior numero de descendentes ao
longo da histéria evolutiva dos anuros incluidos presente estudo. Embora a selecao
correlacionada seja uma hipotese plausivel paras esiriaveis, o contexto historico e
ecologico de sua ocorréncia permanece obscuro, cagltwr abordado no proximo sub-item
desta discussao.

Com relacdo ao componente 2, que apresentou umgioepositiva entre a massa
corpérea e a taxa de reidratacdo a partir de agwa(Tabela 3), podemos apenas especular
sobre esta relacdo, dado que a maior parte dodoss&pbre reidratacdo foi realizado
comparando apenas espécies de massa corporea.similamparacao da inclinacéo da reta
de uma regressdo entre 0s contrastes independeéatamassa corpOrea e da taxa de
reidratacdo a partir de agua livre passando petgerar ¢ = 0,595;P = 0,041), com a
inclinacdo da reta da regressdao entre massa carmré@&ea de superficie proposta por
McClanahan & Baldwin (1969)B(= 0,56) revela que a relacdo encontrada entrauas d
variaveis do componente 2 talvez possa refletielacdo alométrica da area de mancha
pélvica, se considerarmos que a macha pélvica eiees mesma propor¢cdo em relacdo a
superficie corpérea total para espécies de difesentissas corpéreas.

Balanco hidrico e as relacdes com habito e habitat

Podem ser encontrados na literatura diversos estewdmparativos que trazem
evidéncias da relacdo entre ocupacdo de ambienéedifgrem em disponibilidade hidrica e
variaveis associadas ao balanco hidrico em antaisscomo taxas de perda de agua por
evaporacao, que mostra que espécies de ambiente®sirpresentam maiores valores
(Warburg 1965; Gehlbacht al 1969); taxas de reidratacdo, mostrando que espél
ambientes aridos apresentam as maiores taxas (8Iddentley 1964; Christensen 1974
Viborg e Hillyard 2005; Viborget al. 2006); e sensibilidade do desempenho locomotor a
desidratacdo, mostrando que essa sensibilidade gigwiécar uma restricdo a ocupacéo de
ambientes mais abertos (Beuchttl 1984; Titonet al. 2010). Porém, € importante lembrar
também que outros estudos ndo encontram tais esldtdtlefordet al 1947; Thorson 1955;
Ray 1958; Claussen 1969; Fair 1970). Podem seroadimente encontrados na literatura,
relatos da existéncia de relacdes entre caraatadgstio balanco hidrico e diferencas

interespecificas em habito. Wygoda (1984), por geymdemonstrou que animais de habito
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arboricola tendem a apresentar menores taxas da per agua por evaporacdo. Bentley
(1958) sugeriu que anuros de habito terricola té&oms taxas reidratacdo a partir de agua
livre, quando comparados aos de habito aquatico.

Ao compararmos os valores obtidos para as diveraddaveis estudadas entre as
espécies incluidas no presente estudo, bem comaa&das provenientes da literatura, alguns
padrées interessantes merecem destaque. Quand@reniop aos valores de resisténcia a
perda de agua por evaporacao obtidos para as despgsies de anuros no presente estudo,
os valores par®. distinctae deP. tetraploidea 23,04 + 14,66 s.cthe 26,89 + 23,58 s.c/n
respectivamente (média + desvio padrdo), sdo ckarsmais altos, formando um grupo a
parte. Entretanto, quando comparados a outras iespéde Phyllomedusaconsideradas a
prova de agua, bem como anuros a prova de agumpentes a outros géneros (Tabela 6), os
valores deP. distinta e P. tetraploideasdo visivelmente menores. E interessante ainda
observar que as espécies BEhyllomedusaconsideradas a prova de agua ocorrem em
ambientes xéricos, enquank distincta e P. tetraploideaocorrem em ambientes mais
meésicos. Adicionalmente, os valores de resisténgarda de agua por evaporacao para estas
duas espécies dehyllomedusale ambientes mésicos sao equivalentes aos olpEladuas
espécies dPachymedusae ambientes xéricos, e mais altos que o aprekeptar um outro
Phyllomedusinaale ambientes mésicoégalychnis annaeEste quadro sugere que tanto
fatores historicos quanto selecdo natural devendésempenhado importantes papéis na
historia evolutiva da resisténcia a perda de aguaepaporacdo no géneRhyllomedusa
Embora as espécies pertencentes a este génerocsegguterizadas por uma alta resisténcia a
perda de agua por evaporacao, a ocupacdo de aesbiaricos parece associada a selecdo
direcional desta caracteristica. Por outro ladalepms observar também na Tabela 6, que
anuros a prova de agua de outros grupos filogesetiambém ocorrem em ambientes
meésicos. Esta observacdo reforca a necessidadecldado dos fatores historicos tanto de
diferenciacéo filogenética quanto de ocupacgédo thratites ambientes para entendermos a
evolucdo de caracteres fisiologicos, sendo quesareacdo estanque das diferencas de habitat
atuais parecem néo ser suficientes para explisar diferenca de valor de resisténcia a perda
de agua por evaporacao. Outra fonte de variaca@eueanece até o0 momento inexplorada
para este grupo, é o papel da plasticidade fenatiga resisténcia a perda de agua por
evaporacao em espécies mesicas e xéricas.

Outra espécie que se destacou quanto a resistepeiala de agua por evaporacado no
presente estudo f@endropsophus micropsom 9,23 + 0,93 s.cin(média + desvio padrao).

Esse valor encontrado € comparavel aqueles endostpara diversas espécies caracterizadas
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por uma resisténcia moderada a perda de agua @ré&bekais comoAgalychnis annae
Pachymedusa dacnicolokitoria caerulea L. coplandj L. gilleni, L. rothi, L. rubella Tendo
em vista queDendropsophusse encontra filogeneticamente muito distante damais
espécies citadas (Faivoviat al. 2005), poderiamos supor uma convergéncia adagptativ
porém, para testar esta hipotese, seria necessariestudo comparativo envolvendo mais
espécies dentro desses grupos, acompanhado deadethspectos de histéria de vida.

Outro caso a se destacarPéoceratophrys boiei uma espécie com distribuicdo
geografica claramente associada a Mata Atlantiee, que apresentou resisténcia a perda de
agua por evaporacdo e sensibilidade do desempexdmmdtor a desidratacdo apenas
moderadas e, principalmente, as maiores taxasata@@o a partir de 4gua livre medidas no
presente estudo. Aparentemente, essas caracteripgemitiiam que esta espécie ocupasse
areas abertas e/ou mais xéricas, porém, o quevabsas € uma distribuicdo associada a
Mata Atlantica. Estes dados sugerem a possibilidadgueCycloramphidadenha surgido em
ambientes mais xéricos, que foram posteriormentistduidos pela mata em parte da
distribuicdo deste grupo ao longo de sua histor@uéiva. Desta formaP. boiei poderia
expressar caracteristicas associadas a pressé@sasehtuantes em ambientes do passado.
Porém, essa hipotese s6 podera ser testada coousdm de dados fisiolégicos para mais
espécies, bem como com uma proposta filogenétimedatacdes para este grupo.

A forma particular como diferentes aspectos do tipnéencontram-se integrados em
diferentes grupos também deve ser levada em coaséte na interpretacdo adaptativa. Um
exemplo desta interpretacéo integrativa € o estadlizado por Bentley (1958), em que o
autor descreve como o comportamento de escavagdgpe de solo escavado influenciou a
evolugcédo das taxas de reidratacdo nos géreetsioporuse Neobatrachus Segundo este
autor, quando comparadas espécies pertencenteénaoofleobatrachus que vivem em
solos com muita argila e, portanto, impedem a esg@v profunda, existe uma clara
correlagdo entre grau de aridez ambiental e taxaediatacdo. Por outro lado, quando
comparadas espécies pertencentes ao gételmoporus que vivem em solos arenosos e
escavam a grandes profundidades, evitando assidlicé@s micro-ambientais de estresse
hidrico, ndo existe relacdo entre taxa de reidfiatag aridez (Bentley 1958). Titon e
colaboradores (2010), demonstraram que t&htacterica quantoR. ornata que habitam
areas florestadas, apresentaram uma menor seateigilido desempenho locomotor a
desidratacdo quando comparadofk.aschneideri que conseguem ocupar ambiente mais
abertos. AdicionalmenteR. schneideriapresentou taxas de reidratacdo mais altasRque

ornata espécie cujo grupo inteiro apresenta distribuipdografica restrita a Mata Atlantica
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(Titon et al. 2010). Outros estudos também tem demonstradddesdantre caracteristicas do
balanco hidrico e distribuicdo geografica atualBufonideos, como por exemplo, Viborg e
Hillyard (2005) que demonstraram que do fluxo @lidangliineo € maior nas espécies de
ambientes xérico®. punctatuse B. alvarius que nas de ambientes mésid®smarinae B.
bufo. Esses resultados estdo de acordo ainda com evat®es morfoldgicas feitas por Roth
(1973), de que espécies de ambientes xéricos téamrenhe de capilares mais desenvolvida na
pele ventral abdominal. Esses resultados, assacealéato que Bufonideos apresentam uma
resisténcia a perda de agua por evaporacao partivethte baixa (Tabela 1 do presente
estudo, Prates & Navas, 2009), apontam para alpladsile de que este grupo responda de
maneira mais proeminente as pressfes seletivasiada® a disponibilidade hidrica do
ambiente em diversos aspectos de seu balanco djigistamente por causa de sua baixa
resisténcia a perda de agua, tornando mais clalagho entre aspectos do balanc¢o hidrico e
a distribuicdo geografica atual. Complementarmeateez a resposta a atuacdo de pressdes
seletivas associadas a disponibilidade hidrica emtdéli seja parcialmente tamponada em
grupos caracterizados por uma resisténcia maisgleada de agua por evaporacdo, COmo 0S
Hilideos, por exemplo.

Mas se todos estes indicios da acdo da seleca@lnadadem ser encontrados a partir
da andlise ndo formal dos dados obtidos, por qaealise formal do presente conjunto de
dados ndo corrobora estes indicios? Como obsermadoTabelas 4 e 5, os resultados
provenientes da analise conjunta dos dados doreesstudo ndo demonstraram relacdo com
habito e com o habitat das espécies. Entretantedit@mos que este resultado deva-se,
principalmente a problemas de amostragem. Na diyisd habito, por exemplo, observa-se
uma forte sobreposi¢éo da filogenia, onde todasnimais que apresentam habito arboricola
sao Hilideos. Youngt al (2005) encontrou uma correlacédo entre a resisténperda de
agua por evaporacao e o habito entre hilideosadiasins, porém estas espécies apresentavam
uma variagdo muito maior em habito, englobandoaspdipicamente arboricolas, terrestres,
aqudticas e criptozoicas. Por tanto, uma ac¢do qderia favorecer a comparacao feita no
presente trabalho € o aumento do nimero de esp@ciesmesmo dentro de um mesmo
grupo, apresentem habitos diferentes. A inclusdesgécies pertencentes ao gérigseudis
por exemplo, poderia aumentar o poder de discrigdimade habitos dentro dos Hilideos
amostrados, assim como espécie®drdrophryniscuslentro de Bufonidae, @ycloramphus
e Crossodactylodedentro de Cycloramphidae.

Quanto a divisdo por habitat, a resolucdo da anglisleria também se beneficiar de

um aumento sistematizado do numero de espéciasidasl Dentro da presente amostra,
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tivemos um grande numero de espécies com suabdigb mais associada a areas
florestadas e um namero relativamente menor deciespéncontradas em areas abertas, além
disso, apenas uma das espécies incluidas é ertaettalusivamente em formacdes abertas,
Leptodactylus podicipinusDa mesma forma, aqui a inclusdo de algumas espétiave
poderia ajudar na busca por uma correlacdo combibahaSeria interessante a incluséo de
espécies com ampla distribuicdo geografica, taisoc@endropsophus nanusScinax
fuscovariuse Physalaenus cuvieri

Uma grande dificuldade foi encontrada na buscaadesiecologicos na literatura para
a classificacdo das espécies quanto ao hébito iecigaimente, quanto ao habitat. A
informacéo disponivel é, de forma geral, escass@ongoncentrada em termos espaciais e
temporais, e baseada em uma diversidade metodaldgiito grande. Esta heterogeneidade
resultou em pouco poder para discriminacdo dascES§pR0S grupos propostos para habito e
habitat. Além disso, a relacdo dos dados obtidopreeente estudo com outras variaveis
comportamentais e ecoldgicas que poderiam estaciadas a diversidade do balanc¢o hidrico
de anuros, tais como duracdo e época da temporadeodutiva, variancia dos
microambientes ocupados durante a época reprogaiabiente ocupado fora do periodo
reprodutivo, permanece por ser investigada.

Uma observacdo também deve ser feita quanto ahesad forma com que a
sensibilidade do desempenho locomotor a desid@ta¢@valiada. Uma série de seis saltos
como medida do desempenho foi utilizada por aparesdgr a mais representativa entre os
tipos de locomocao da maioria das espécies induidaestudo, ja que a maior parte destas
sao caracterizadas por uma locomoc¢ao sustentaatégeiamente por vias independentes do
oxigénio (Poughet al. 1992). Entretanto, a opgdo por um protocolo quenatasse a
locomocédo aerobiamente sustentada poderia talvetranamais claramente os efeitos da
desidratacdo sobre a locomocao nas diferentesiespgcque existem muito mais evidéncias
na literatura sobre o efeito da desidratagéo sedteetipo de locomocao (Hillman 1978, 1982,
1984; Hillmanet al 1987).

Além disso, é importante ressaltar ainda, que adgramaioria dos trabalhos que
encontrou essa associacdo de alguma caracteristica0 ambiente, comparou ambientes
xéricos e mésicos. Desta forma, ndo € possivehtjacgie as diferencas hidricas observadas
entre o Cerrado e a Mata Atlantica presente nodistle Sao Paulo, sejam grandes o
suficiente para encontrarmos espécies com difesefigialogicas significativas. A inclusdo

de espécies da Caatinga poderia ser muito intertesseesse contexto, uma vez que ela
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apresenta caracteristicas hidricas muito mais aste do que as observadas entre Cerrado e
Mata Atlantica, e, portanto, poderia ser tambéndtimo sistema para esse tipo de estudo.

Conclusbes Gerais

A taxa de perda de agua por evaporacdo, bem coresisdéncia a esta, a taxa de
reidratacdo e a sensibilidade do desempenho loconaotesidratagcdo apresentam ampla
variacao interespecifica.

Existe sinal filogenético para taxa de perda degmu evaporacao, resisténcia a perda
de &gua por evaporagcdo e massa corporea, haverrdo egtas trés caracteristicas,
provavelmente, uma grande influéncia da evolucdaenva genética ao longo da filogenia.

As caracteristicas associadas ao balanco hidrico amros encontram-se
evolutivamente interligadas. A relacdo negativaoatrada entre as taxas de perda de agua
por evaporacao e a resisténcia a esta ja era daperaa vez que a variacao na resisténcia da
pele a perda de agua por evaporacao é determithamésa de perda de 4gua por evaporagéo,
e proprio calculo da resisténcia é derivado da dzedia taxa de perda de agua por
evaporacao. Por outro lado, a relacdo negativee emsisténcia a perda de agua por
evaporacao e a sensibilidade do desempenho locoadesidratacdo provavelmente se deve
a selecdo correlacionada destas caracteristicesdagdo positiva encontrada entre a taxa de
reidratacdo a partir de agua livre e a massa ogapdteve-se provavelmente a relacdo
alométrica da superficie da mancha pélvica, catm &@sresente a mesma propor¢cao em
relacéo a superficie corporea total para todaszcess.

Embora existam indicios da importancia da atuag@@reéssdes seletivas sobre as
caracteristicas estudadas, a amostragem de esmdoiedocalidades provavelmente néo

foram suficientes para identificar estas pressoes.
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Figural: Topologia obtida a partir de hipéteses disponiueisiteratura (Faivovich 2002; Faivovieti al 2005;
Frostet al 2006) e utilizada para o calculo do sinal filogco, contrastes independentes e simulacées da
evolucdo das variaveis estudadas por movimento meme. Os bracos da filogenia foram arbitrariamente
estabelecidos com comprimento constante.
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Figura 2: Média + desvio padrdo das resisténcias a perdiagda por evaporacdo para DBendropsophus
microps Ha: Hypsiboas albopuctatusHb: Hypsiboas bischoffi Hf: Hypsiboas faber Hp: Hypsiboas
polytaenius Ln: Leptodactylus notoaktited p: Leptodactylus podicipinusPd: Phyllomedusa distinctaPt:
Phyllomedusa tetraploidedo: Physalaemus olfersiPs:Physalaemus spinigePb: Proceratophrys boigiRi:
Rhinella icterica Ro: Rhinella ornata Sc:Scinax crospedospiluSh:Scinax hayii Sr: Scinax rizibilis
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Figura 3: Média + desvio padrdo das taxas de perda de &guevpporacao para Diendropsophus microps
Ha: Hypsiboas albopuctatudib: Hypsiboas bischoffiHf: Hypsiboas faberHp: Hypsiboas polytaeniyd n:
Leptodactylus notoaktitesLp: Leptodactylus podicipinysPd: Phyllomedusa distinctaPt: Phyllomedusa
tetraploidea Po: Physalaemus olfersiiPs: Physalaemus spinigePb: Proceratophrys boiei Ri: Rhinella
icterica, Ro:Rhinella ornata Sc:Scinax crospedospilu§h:Scinax hayii Sr: Scinax rizibilis
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Figura 4: Média + desvio padrdo das taxas de reidratacdartir ple agua livre para DnDendropsophus

micro
faber,

ps Dmn: Dendropsophus minutusia: Hypsiboas albopuctatusib: Hypsiboas bischoffiHf: Hypsiboas
Hp: Hypsiboas polytaeniysLp: Leptodactylus podicipinusPt: Phyllomedusa tetraploideaPo:

Physalaemus olfersiPb:Proceratophrys boigiRi: Rhinella icterica Ro: Rhinella ornata Sh:Scinax hayii
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Figura 5: Média + desvio padrdo da sensibilidade do desehmpércomotor a desidratacao, definido como
nivel de hidratacdo cujo desempenho locomotor atif@ do maximo, para DnRendropsophus microps
Dmn: Dendropsophus minutusla: Hypsiboas albopuctatusib: Hypsiboas bischoffiHf: Hypsiboas faberHp:
Hypsiboas polytaeniyd p: Leptodactylus podicipinu$t: Phyllomedusa tetraploidedo: Physalaemus olfersii
Pb:Proceratophrys boieiRi: Rhinella icterica Ro: Rhinella ornata Sh:Scinax hayii
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Junior

Tabela 1: Estatistica descritiva trazendo média + desviogada massa corporea, resisténcia a perda de ageagporacao, taxa de perda o_m
agua por evaporacao, taxa de reidratacdo a parigda livre e sensibilidade do desempenho locandodesidratacéo para cada espécie, Uﬂ:

como as familias as quais pertencem. N
m
Familia Espécie _/\_MWmm A_Mﬂow_wv Atm_ﬁwmm.m.pv Atm..wh_m.m.c SDLD n_u
Bufonidae Rhinella icterica 156,10 + 31,24 1,46 £ 0,46 1,87 £0,23 80,80 +45,9 80,70 +4,53 m
Bufonidae Rhinella ornata 20,24 £ 4,01 1,07 £ 0,36 2,77 +0,33 38,14+180 7,80+1,27 m
Cycloramphidae Proceratophrys boiei 11,96 + 1,87 2,35+0,39 1,43+0,17 128,36 + 25,17 77,10 + 1,65 S
Hylidae Dendropsophus microps 0,55+ 0,03 9,23 +0,93 1,28+0,11 27,80 £ 4,38 A48& 4,29 m,
Hylidae Dendropsophus minutus 0,50 £ 0,03 56,59 + 19,82 83,49 + 3,95 m
Hylidae Hypsiboas albopuctatus 5,86 + 0,91 2,54+0,72 1,97 £0,29 65,62 + 20,04 3,78+5,84 e
Hylidae Hypsiboas bischoffi 3,50+0,49 5,60 +1,57 1,58 +£0,24 91,61 +22,10 4,03+1,56
Hylidae Hypsiboas faber 38,25+ 5,09 3,34 £ 0,63 1,87 +0,18 95,42 + 22,10 76,88 £ 2,09
Hylidae Hypsiboas polytaenius 1,12+ 0,11 5,46 + 1,86 1,72+ 0,33 55,23 +20,50 8,54+2,09
Hylidae Phyllomedusa distincta 7,45+ 1,55 23,04 + 14,66 0,65 + 0,26
Hylidae Phyllomedusa tetraploidea 14,36 + 1,40 26,89 + 23,58 0,80 + 0,50 4551 +7,52 78,33+2,48
Hylidae Scinax crospedospilus 1,25+0,01 3,13+0,01 2,19+0,04
Hylidae Scinax hayii 3,51+0,41 4,42 +0,74 1,72+0,19 57,45+12,84 3,88+ 3,56
Hylidae Scinax rizibilis 0,72 £ 0,07 3,76 £1,44 2,53+£0,64
Leiuperidae Physalaemus olfersii 2,96 + 0,65 2,85+0,46 1,95+0,16 20,41 £ 4,70 ,18% 4,60
Leiuperidae Physalaemus spiniger 0,50 £ 0,08 2,63+£0,62 2,61 +£0,50
Leptodactylidae Leptodactylus notoaktites 12,09 £ 1,13 2,53 +0,60 1,45 %0,22
Leptodactylidae Leptodactylus podicipinus 4,46 + 1,57 1,70+£0,35 2,11 +0,20 33,26 £ 6,74 ,084 3,52

RPAE: Resisténcia a perda de agua por evapord@@hE: Taxa de perda de agua por evaporaG®#AL: Taxa de reidratacao a partir de agua li@B|LD: Sensibilidade
do desempenho locomotor a desidratagéo, definidmatvel de hidratacao cujo desempenho locomoilege70% do maximo.
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Tabela 2: Probabilidade de presenca de sinal filogenétioesaltado da estatisti€apara as
variaveis estudadas.

Variavel N K P
Massa corporea 18 0,826 0,010
Resisténcia a perda de agua por evaporagao 17 1,223001
Taxa de perda de agua por evaporagao 17 1,036,017
Taxa de reidratacao a partir de agua livre 13 0,542,237
Sensibilidade do desempenho locomotor a desid@ataca 13 0,457 0,437

N: Numero de espécies utilizadas na elaboragdo de &adae; K: valores da estatistica K aplicada;
Probabilidade de sinal filogenético, onde resukadestatisticamente significativosP (< 0,05) estdo

discriminados em negrito.

Tabela 3: Fatores retidos na analise de componentes prisaifga caracteristicas associadas
ao balanco hidrico de espécies de anuros do Ed&af8éo Paulo.

Variaveis Componente 1 Componente 2
Massa corpérea 0 0,534
Resisténcia a perda de agua por evaporacao -0,372 0,11 -
Taxa de perda de agua por evaporagao 0,385 -0,089
Taxa de reidratagéo a partir de 4gua livre -0,052 ,54@
Sensibilidade do desempenho locomotor a desidatacd 0,34 -0,055
% Total da variancia 49,77 33,21

Tabela 4: Valores deF obtidos da ANOVA e percentil 95.° dos valores FElele mil
simulagBes de evolucdo Browniana ao longo da filegelas varidveis: massa corporea,
resisténcia a perda de agua por evaporacao e ¢aparda de agua por evaporagcao para trés
categorias de habito (arboricola, terricola e orico) e duas categorias de habitat (Mata

Atlantica e Cerrado).

Habito Habitat

Massa RPAE TPAE Massa RPAE TPAE

F (95.° percentil) 19,548 20,333 19,611 3,885 3,802 4,019
F (real) 3,71 6,577 1,185 1,429 0,13 0,153

RPAE: Resisténcia a perda de agua por evapord¢abE: Taxa de perda de agua por evaporacgao.
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Tabela 5: Resultados da ANOVAlas variaveis: taxa de reidratacdo a partir de &gueae
sensibilidade do desempenho locomotor a desid@t@pgia trés categorias de hébito
(arboricola, terricola e criptozoico) e duas catiegade habitat (Mata Atlantica e Cerrado).

Fonte da variacdo Variavel SQ GL QM F P
o TRAL 0,051 2 0,026 0,422 0,668
Habito
SDLD 0,000 2 0,000 0,276 0,765
_ TRAL 0,006 1 0,006 0,099 0,759
Habitat
SDLD 0,001 1 0,001 2,217 0,167

TRAL: Taxa de reidratacdo a partir de agua IivBHLD: Sensibilidade do desempenho locomotor a
desidratacadSQ: soma dos quadraddSL: Graus de liberdad®M: Quadrado médio.

Tabela 6: Habitat, habito e resisténcia a perda de &gua evaporacdo de espécies
consideradas a prova de agua e espécies commesstéoderada.

Espécie Habitat Habito Resisténcia  Referéncia
(s.cm)
Agalychnis annae Mésico Arboricola 10 Wygoda 1984
Litoria bicolor Arboricola 47,6 - 79,7  Youngt al 2005
L. caerulea Arboricola 13,2-15,2 Younet al 2005
L. coplandi Terricola 9,6 Youngt al 2005
L. gracilenta Mésico Arboricola 118 Withemst al 1984
L. gilleni Arboricola 11,5 Youngt al 2005
L. rothi Arboricola 15,8-16,4 Younet al 2005
L. rubella Arboricola 10,5-14,2 Youngt al 2005
Pachymedusa dacnicolor Xérico Arboricola 14 Wygoda 1984
Phyllomedusa azurae  Xérico Arboricola 242 Witherst al 1984
P. hypochondriallis Xérico Arboricola 364 Wygoda 1984
P. iherengi Xérico Arboricola 277 Wygoda 1984
P. pailoma Xérico Arboricola 336 Wygoda 1984
P. sauvagei Xérico Arboricola 206 Wygoda 1984
Hyperolius argus Semi-Arboricola 24,5 Witherest al. 1984
H. kivuensis Semi-Arboricola 73,5 Witherest al 1984
H. nasutus Mésico Semi-Arboricola 96 — 257  Withessal 1982
H. pusillus Semi-Arboricola 34,2 Withers al. 1984
H. tuberilinguis Semi-Arboricola 29,2 Withers al. 1984
Chiromantis petersi Xérico Arboricola 347 Witherst al 1984
C. rufescens Mésico Arboricola 404 Witherst al 1984
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 62/08-CEEA,
sobre “Balango hidrico e desempenho locomotor em espécies
de anuros de mata atldntica e cerrado”, sob a responsabilidade
de FERNANDO RIBEIRO GOMES, e¢sta de acordo com os
Principios Fticos na Experimentagio Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovado em 11/11/2008 “Ad referendum” da COMISSAO DE
ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA).

Botucatu, 27de novembro de 2008,

] 4/'{ g ‘ »';J - /g’;
Prof. Dr. MARCELO RAZERA BARUFFI —)A‘[ﬂﬁéV/F:
o

Presidente - CEEA Secretdria— CEEA

J

Instituto de Biociéncias — Diretoria Técnica Académica
Distrito de Rubido Janior s/in CEP 18618-000 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3811 6013/6014 fax 14 3815 3744 e-mail: dta@ibb.unesp.br

Anexol: Certificado do comité de ética do projeto: “Balanhidrico e desempenho
locomotor em espécies de anuros de Mata Atlant@areado.”
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Universidade Estadual Paulista

unesp - Instituto de Biociéncias
CEEA - COMISSAO DE ETICA NA

EXPERIMENTACAO ANIMAL
Caixa Postal 510 - 18 618-000 - Botucatu, SP fene (014) 38116013 fax (01438113744

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 007/06-CEEA,
sobre “Fragmentacdo das florestas, distribuicdo geogrdfica
e evolugdo fisiologica em anuros neotropicais”, sob a
responsabilidade de FERNANDO RIBEIRO GOMES, esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal (COBEA) e foi aprovado pela comissdo DE ETICA NA

EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA), em reunido de 06/04/06.

Botucatu, 07 de abril de 2006.

/.ic e S e L/{ [ g_//('/(.? 3
Prof. Dr. FRANCISCO DE ASSIS GANEQ DE MEL YA JOVENCIO COTRIM
Presidente - CEEA \ ecretaria — CEEA

Anexo2: Certificado do comité de ética do projeto JovermgBesador: “Fragmentacao das
florestas, distribuicdo geografica e evolucao figjca em anuros neotropicais.”
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