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1. Resumo

Anfibios, devido a caracteristicas ecoldgicas, fisiolégicas e reprodutivas, sao
considerados bons bioindicadores de qualidade ambiental, em diferentes niveis de
organizacdo. Com o avanco da producéo agricola no Cerrado, a vegetagdo nativa vem
sendo rapidamente perdida e diversos ambientes estéo sujeitos a massiva aplicacao de
agrotoxicos. O Distrito Federal é grande produtor de gréos, principalmente de soja, com
70 mil hectares de lavouras, que utilizam agrotoxicos de forma intensa, principalmente o
herbicida glifosato. Desta forma, € importante avaliar como a alteracdo da paisagem se
reflete na qualidade de vida dos organismos, avaliando respostas ao estresse. Utilizei o
hilideo Boana albopunctata para acessar o efeito de estresses biolégicos, comparando
uma area fortemente agricola e uma Unidade de Conservacao de Protecéo Integral (UC),
sobre a ocorréncia de alteracdes nucleares em eritrécitos, condi¢cao corporal e assimetria
flutuante. Nao foram observadas diferencas significativas na propor¢cdo de alteracfes
citolégicas entre os dois locais de estudo, o que pode significar uma boa capacidade
metabolica de xenobibticos da espécie, algum mecanismo genético que impeca tais
alteracdes ou ainda que a concentracdo dos contaminantes agricolas ndo atingiu niveis
suficientes para causar tais alteracdes. A condi¢do corporal dos individuos da area
agricola foi maior que na UC, provavelmente em decorréncia de relaxamento ecoldgico.
Na&o foi verificada assimetria flutuante nos individuos amostrados, por algum mecanismo
epigenético da espécie que atue na manutencao da estabilidade do desenvolvimento ou
porque o nivel de estresse ambiental da area agricola nao foi suficiente para causar erros
no desenvolvimento. ISso mostra que, por ser uma espécie generalista, abundante e boa
colonizadora, Boana albopunctata ndo demostrou sensibilidade as mudancas ambientais
causadas pelas atividades antropicas, levantando questionamentos sobre seu potencial

como bioindicador de estresse bioldgico.

Palavras-chave: Perda de Habitat; Anuros como Bioindicadores; Anormalidades

Eritrociticas; Condicéo Corporal; Estabilidade do Desenvolvimento.



2. Abstract

Amphibians due to their ecological, physiological and reproductive characteristics, have
been considered good environmental bioindicators, at different organizational levels. |
used Boana albopunctata to access the effect of biological stressors, comparing an
agricultural area and an Integral Protection Conservation Unit (UC) focusing the
occurrence of erythrocyte changes, body condition and fluctuating asymmetry. There
were no significant differences in the proportion of chromosomal changes between the
two study sites. Probably the species have a good metabolic capacity of xenobiotics,
some genetic mechanism that prevents erythrocyte changes, or that the agricultural
contaminants” concentration are not enough to cause cytological changes. The body
condition of the individuals in the agricultural area was higher than in UC, and could be
caused by ecological release. | didn’t detect fluctuating asymmetry in the sampled
individuals. Boana albopunctata probably have some epigenetic mechanism that
maintain development stability or because the stress level caused by landscape changes

was not enough to cause errors in the species development.

Keywords: Habitat Loss; Anurans as Bioindicators; Erythrocyte Abnormalities; Body

condition; Development Stability.



3. Introducao

Os anfibios apresentam caracteristicas esperadas em bons indicadores de
estresse biolégico (IZECKSOHN & CARVALHO E SILVA, 2001; BLAUSTEIN et al., 2003;
BEEBEE & GRIFFITHS, 2005; BRANDAO & ARAUJO, 2008; BURLIBASA & GAVRILA,
2011; GONCALVES et al., 2013) Mudancas decorrentes de impactos ambientais, como
fragmentacdo e perda de habitat, além da poluicdo em decorréncia de agrotdxicos
utilizados na agricultura, afetam anuros de diferentes formas (p. ex. DELGADO-
ACEVEDO & RESTREPO, 2008; ETEROVICK et al., 2016; COSTA & NOMURA, 2017)
Alteracbes nas paisagens podem implicar na reducdo no valor adaptativo de certas
espécies (ALFRED & RICHARDS, 1999; CRNOBRNJA-ISAILOVIC et al., 2005). Uma
forma de estimar essa reducéo é através do uso de indicadores de estresse em sistemas
bioldgicos, tais quais Alteracdes Eritrociticas Nucleares, Assimetria Flutuante e Condig&o

Corporal.

Mudancas na paisagem podem causar estresse bioldégico em anuros (p. ex.
RODRIGUES et al., 2005; DELGADO-ACEVEDO & RESTREPO, 2008; GONCALVES et
al., 2012; MOREIRA et al., 2012; GONCALVES et al., 2013; LINS, 2013; ETEROVICK et
al., 2016). Estresse biologico € qualqguer mudanca de origem ambiental ou genética que
diminua o valor adaptativo de um individuo (CRNOBRNJA-ISAILOVIC et al., 2005).
Essas mudancas podem ser de origem natural ou antrGpica, tais como alteracdes
climaticas, fragmentacdo e perda de habitats, exposicdo a poluentes e agrotoxicos,
mudancas na composi¢do da comunidade local, introducao de predadores, variacdo na
disponibilidade de recurso, além da diminuicdo da variabilidade genética (PARSONS,
1992; ALFRED & RICHARDS, 1999; LENS et al., 2002; CRNOBRNJA-ISAILOVIC et
al.,2005). No entanto, os estudos ecoldgicos sobre estresse e adaptagdo de espécies
geralmente focam nos impactos das alteracées humanas sobre os ecossistemas, pela
intensa exploracdo dos recursos naturais e pela degradacdo do meio ambiente.
(RICKLEFS, 2009), levando a diminuicdo da qualidade ambiental, impactando

organismos.

A andlise das paisagens é essencial para compreender diferentes niveis da
qgualidade do ambiente e os processos ecoldgicos associados. Desta forma, a ecologia
de paisagens incorpora a importancia do padréo espacial e da escala de analise em
diversos estudos ecolégicos (METZGER et al.,, 2007), incorporando a dindmica da

heterogeneidade espacial, escalas das interacdes ecologicas e o0 intercambio de
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processos ao longo de paisagens heterogéneas nos componentes biéticos e abidticos,
além de permitir o manejo dessa heterogeneidade espacial (RISSER et al. 1984).

A ecologia de paisagens é o estudo da estrutura, funcéo e dinamica das paisagens
(areas heterogéneas compostas por ecossistemas interativos; FORMAN & GODRON,
1986). A estrutura da paisagem analisa a distribuicdo de energia, materiais e espécies,
em relacdo a tamanhos, formas e configuragcbes dos ecossistemas. A funcao
corresponde as interacfes entre elementos espaciais, transferéncias de energia,
materiais e espécies ao longo das componentes dos ecossistemas. Ja a dindmica da
paisagem corresponde a alteragcdo na estrutura e fungcdo do mosaico ecologico ao longo
do tempo (FORMAN & GODRON 1986; VOLOTAO, 1998).

As paisagens naturais podem ser degradadas pelas atividades agropecuarias
(KILNK & MACHADO, 2005). O que se observa, de fato, € uma forte presséo do sistema
produtivo sobre os recursos naturais em busca de matéria prima, levando ao
comprometimento ndo s6 da oferta, como da qualidade desses recursos, para as
comunidades naturais (TILMAN, 1999). Essa devastacdo ambiental, crescente e
acelerada, leva a perda da biodiversidade, além de comprometer gravemente 0s
processos ecologicos (GOULART & CALLISTO, 2003). O modelo do agronegdcio
industrial degrada o habitat pelo desmatamento, fragmentacao, eroséo, uso inadequado
da agua para irrigacao, despejo de esgoto e carreamento de agroquimicos até os corpos
d'dgua, degradando os ecossistemas em diferentes escalas (RATTER et al., 1997;
BITTENCOURT & GOBBI, 2006).

O setor agricola desempenha um papel importante no desempenho econémico
do Brasil (OCDE/FAOQ, 2015). Nos ultimos anos, a explosdo do agronegdcio (os valores
de exportacoes brasileiras ligadas a esse setor cresceram cerca de 300% entre 2000 e
2009; LOURENCO & LIMA, 2009), o aumento da area plantada e a busca por maior
produtividade foram os responsaveis pelo incremento no consumo de agrotoxicos no
Brasil, o maior consumidor mundial de agrotoxicos (ANVISA, 2015). A soja € destaque
dentre os produtos exportados e contribui bastante para o consumo de agrotoxicos, em
especial o glifosato, principal produto utilizado na producdo desse grao (BRITO et al.,
2002; OCDE/FAOQ, 2015).

A despeito do que alguns setores pregam, o Brasil utiliza agrotoxicos de forma
abusiva e ainda emprega diversos produtos quimicos ja banidos em outros paises devido

ao risco que representam a saude humana e aos ecossistemas (MOREIRA et al., 2012).
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Mesmo agrotéxicos considerados relativamente seguros, como o glifosato ([N-
(fosfonometil) glicina]; classe toxicologica IV e risco ambiental 11l; IUPAC, 2007), tém sido
apontados como perigosos desativadores endécrinos (HAYES et al.,, 2006),
demonstrando que estamos subestimando inadvertidamente o risco associado a tais
substancias bioexégenas e potencialmente carcinogénicas (GOVINDARALULU et al.,
2008). Tal situacao deve ser cuidadosamente monitorada, ja que o glifosato é utilizado
em larga escala nas monoculturas de soja transgénica irrigada, a principal cultura
agricola, em termos de area ocupada, do Distrito Federal, com 70 mil hectares plantados
(CONAB, 2017). A presenca dessas substancias no ambiente é mais frequente, também,
em decorréncia do uso indiscriminado desses produtos e o descarte inadequado de suas
embalagens (MOREIRA et al., 2012).

3.1.Mudancas na paisagem do Distrito Federal nos ultimos anos

O bioma Cerrado € a savana com maior biodiversidade do mundo e também a
mais ameacada, devido a alta expectativa de expansao da fronteira agricola e de
crescimento das areas de pastagem (KLINK & MACHADO 2005; MYERS et al. 2000).

A ocupacéo do territorio do DF aconteceu de forma desordenada, sem levar em
conta principios basicos de uso potencial da terra e de producdo agropecuaria
sustentada e equilibrada com a oferta ambiental (FONSECA, et al, 2001). Desde 1954,
o DF perdeu quase 60% de sua vegetacdo nativa, enquanto a area agricola cresceu de
0,02% para quase 50% do DF (Unesco 2002; Tabela 1). Dessa forma, surgiram varios
problemas ambientais, como erosdo, assoreamento dos cursos d'agua, reducao da
disponibilidade e da qualidade da agua, contaminacdo de mananciais por produtos
quimicos utilizados na agricultura, frequentes inundacdes, além da diminuicdo abrupta
da flora e fauna aquatica e terrestre (FONSECA, et al, 2001).

Tabela 1: Sintese de dados da evolugdo temporal da cobertura e uso do solo no Distrito Federal (Adaptado
de UNESCO, 2002).

Ano Vegetacdo Nativa (%) Area Agricola (%) Area Urbana (%) Outros (%)

1954 99,92 0,02 0,02 0,04
1984 68,90 20,80 3,68 6,62
1994 55,15 36,79 4,84 3,22
2001 43,18 47,56 7,39 1,87




3.2.Anfibios como Indicadores da Qualidade Ambiental

Bioindicadores sao espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas, cuja
presenca, abundancia e condi¢cdes sao indicativos biolégicos de uma determinada
condicdo ambiental (GOULART & CALLISTO, 2003). Também podem ser indicadores
ecolégicos quando representam o impacto da mudanca ambiental em um habitat,
comunidade ou ecossistema, ou de biodiversidade, ao indicar a diversidade de um
subconjunto taxondmico, ou de toda a diversidade, dentro de uma area (McGEOH,
1998). O uso de organismos bioindicadores também visa gerar alertas precoces de riscos
potenciais a saude humana (RABINOWITZ et al. 2005) ou dos ecossistemas.

Anfibios anuros sdo excelentes bioindicadores (VITT et al. 1990) devido ao fato
de apresentarem pele permeavel, baixa mobilidade, ciclo de vida curto e por possuirem
ciclo de vida bimodal (girinos aquéticos e adultos terrestres), dependendo da qualidade
tanto de ambientes terrestres quanto aquaticos (BEEBEE & GRIFFITHS, 2005;
BLAUSTEIN et al., 2003; BURLIBASA & GAVRILA, 2011; GONGCALVES et al., 2013). As
caracteristicas ecoldgicas, fisiologicas e reprodutivas dos anfibios levam este grupo a
uma forte associacdo com ambientes Umidos e essas caracteristicas, provavelmente,
limitam a capacidade de dispersao destes organismos (GULVE, 1998). Além disso, como
a maior parte das espécies depende, obrigatoriamente, de corpos d'dgua para a
reproducdo (SANTORO & BRANDAO 2014), mudancas na qualidade da agua e dos
ecossistemas associados podem representar o fracasso da reproducéo e a extin¢ao local
de algumas espécies (BRANDAO & ARAUJO 2008). O uso de anfibios como indicadores
de qualidade ambiental pode ser baseado em mudancas de parametros ecoldgicos,
como diversidade, riqueza e abundancia (p.ex. BRANDAO & ARAUJO 2008); mudancas
em parametros da paisagem e uso de habitat (p.ex. BECKER et al., 2007; BECKER et
al. 2009); parametros demograficos (p.ex. TOLEDO et al.,, 2014); mudancas na
estabilidade de desenvolvimento (p.ex. EISEMBERG & BERTOLUCI 2016; ETEROVICK
et al.,, 2015; 2016) e parametros genéticos, como queda da heterozigozidade (p.ex.
ETEROVICK et al., 2016) ou presenca de micronucleos e DNA danificado (p.ex.
GONCALVES et al., 2013) A ordem Anura é composta por cerca de 6.766 espécies com
ampla distribuicdo no planeta, sendo que 1039 espécies ocorrem no Brasil. O Cerrado

apresenta 256 espécies, sendo aproximadamente 192 tipicas do bioma e 128 endémicas
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(AmphibiaWeb, 2017; VALDUJO et al., 2012, SEGALLA et al., 2016; BERNECK et al.,
2017).

Os representantes da familia Hylidae, comumente chamados de “pererecas”,
apresentam grande variedade de modos reprodutivos, principalmente quanto ao
microhabitat de ovoposi¢cdo (HADDAD et al., 2013). A maioria das espécies dessa familia
deposita ovos diretamente na agua, porém, algumas desovam em folhas suspensas
sobre a 4gua ou em camaras subterraneas (HADDAD & PRADO, 2005).

Boana albopunctata, espécie oportunista e abundante, utiliza os mais variados
tipos de ambientes e de corpos d"agua, como lagoas, acudes e formacdes campestres
umidas, podendo ser encontrada tanto em ambientes conservados, quanto alterados
(HADDAD et al., 2013). A espécie é amplamente distribuida, ocorrendo nas regifes
central, sul e sudeste do Brasil, nordeste da Argentina, leste da Bolivia, Paraguai e norte
do Uruguai (BRANDAO & ARAUJO, 2001; FROST, 2009). A sua reproducdo no Cerrado
€ quase continua ao longo do ano, provavelmente pelo fato da espécie se reproduzir em
corpos hidricos permanentes (MUNIZ et al., 2008). Possui modo reprodutivo do tipo 1
(HADDAD et al., 2013) com ovos depositados diretamente sobre a agua em corpos
hidricos Iénticos e girinos exotréficos (HADDAD & PRADO, 2005).

Com base nessas caracteristicas, Boana albopunctata foi selecionada para testar
o efeito de diferentes estressantes ambientais, visto a ampla ocorréncia da espécie em
ambientes fortemente agricolas e também conservados, ser de grande porte, com
grande flexibilidade ecologica, comum em ambientes Iénticos de todo o Cerrado e
presente em todas localidades estudadas do (BRANDAO et. al. 2016).

3.3.Efeitos das Alteracdes na Paisagem no Desenvolvimento de
Anuros

A fragmentacdo e perda de habitat, em consequéncia da substituicdo da
vegetacao nativa pelo avanco da fronteira agricola, pecuaria, mineragéo e urbanizagéo
que, muitas vezes, vem junto com a pratica de queimadas, estdo entre as principais
causas de declinio dos anfibios, bem como as mudancas climéticas, incidéncia de
radiacdo ultravioleta e contaminantes agroquimicos (BECKER et al., 2007). Esse grupo
sofre também devido ao isolamento de populagcfes, endogamia e efeitos de borda de
habitats fragmentados (ALFRED & RICHARDS, 1999). Outras causas de declinio dos
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anfibios sédo os efeitos dos agrotéxicos, doengas infecciosas, mudancas climéticas,
espécies invasoras ou comércio de animais silvestres (SILVANO & SEGALLA, 2005) e
isolamento de populacdes em detrimento da instalacdo de usinas hidroelétricas
(BRANDAO & ARAUJO, 2008).

Como alguns anuros podem viver em habitats agricolas, eles sdo frequentemente
expostos a altas doses de agroquimicos (CANDIOTI et al., 2010) e, com o aumento de
contaminantes antropogénicos nos ultimos anos, estudos focando a bioacumulacao e os
efeitos toxicos desses contaminantes na sobrevivéncia desses organismos vem
aumentando (RIVERO, 2007). A acdo mutagénica de agrotoxicos € bem conhecida,
podendo levar a ocorréncia de Alteracdes Eritrociticas Nucleares (AENS) em animais

expostos a essas substancias (CAMPANA et al., 2003).

A presenca de poluentes no ambiente aquético, o qual geralmente é fonte de
nutrientes para o ecossistema, pode levar a bioacumulacao dessas substancias ao longo
da cadeia trofica, reduzindo populacdes e interferindo em todo o ecossistema (PESSOA
et al., 2006). Os poluentes resultantes do deflivio superficial agricola sdo constituidos
de sedimentos, nutrientes, agroquimicos e dejetos animais (GBUREK & SHARPLEY,
1997). Esses poluentes ndo estdo presentes apenas nos agrotéxicos, pois fertilizantes
também apresentam riscos para os anfibios, especialmente aqueles a base de nitrato
(ROUSE et al., 1999), como o NPK.

Além dos agrotoxicos, outros agentes estressores podem afetar os organismos,
desde o nivel molecular (AENSs) até populacdes e comunidades inteiras (RIVERO, 2007).
Dependendo da espécie, perturbacdes causadas por variagdes térmicas na precipitacao,
incidéncia solar, emissdo de gases toxicos, poluicdo hidrica ou atmosférica, alteracéo
quimica e fisica do solo, exposicéo a radiacao, disponibilidade de alimentos e exposi¢do
a ruidos (LIJTEROFF et al.,, 2008), podem acarretar em mudancas fisiologicas,
morfologicas, adaptativas ou até mesmo extinguir espécies mais sensiveis (RICKLEFS,
2009).

Ainda que os mecanismos por tras das mudancas observadas na dinamica das
comunidades de anuros sejam pouco conhecidos, avaliar mudancas fenotipicas que
possam afetar a performance individual e a habilidade em permanecer em ambientes
cada vez mais varidveis € uma abordagem cada vez mais relevante (DELGADO-
ACEVEDO & RESTREPO, 2008). Situacdes onde o estresse ambiental é severo,

especialmente durante estagios criticos do desenvolvimento dos organismos, podem
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gerar fenétipos anormais e, dependendo da gravidade e frequéncia desse estresse, toda
ou grande parte da populacdo é afetada, modificando sua variabilidade fenotipica e
genotipica (WADDINGTON, 1956; HOFFMAN & PARSONS, 1991). Exemplo disso € a
Assimetria Flutuante que é a diferenca entre os lados direito e esquerdo de caracteres
gue deveriam possuir simetria bilateral (PALMER & STROBECK, 1986) e a Condi¢do
Corporal, utilizada para avaliar o estado nutricional dos organismos (JAKOB et al., 1996,
GREEN, 2001).

3.3.1. Alteragdes Eritrociticas Nucleares

Agentes genotdéxicos (substancias quimicas capazes de causar danos
cromossémicos ou no DNA; PHILLIPS & ARLT, 2005) podem levar a formacédo de
Alteracdes Eritrociticas Nucleares (LUZHNA et al., 2013). Essas anomalias sao formadas
guando determinada quantidade de material nuclear fica levemente atrasada na mitose,
durante a divisdo celular, fazendo com que o nucleo resultante ndo seja oval, mas
apresente cromatina deformada (BOMBAIL et al., 2001). Existem alguns tipos de
anormalidades nucleares, como a ocorréncia de micronucleo, o nlcleo segmentado, o
ndcleo com protuberancia ou brotamento, nucleo geminado ou célula binuclear, nucleo
reniforme, nudcleo com vacuolo ou invaginacéo e nucleo em formato de gancho (Figura
1, CARRASCO, 1990; ALKALADI et al., 2015; GONCALVES et al, 2012).

— -

Figura 1: A) eritrocito normal, com nucleos ovais, B) eritrdcito com micronucleo, C) eritrécito binuclear, D)
nucleo com brotamento; E) nucleo reniforme e F) ndcleo em formato de gancho (FONTE: ALKALADI et
al., 2015)
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Os microndcleos sao estruturas visiveis no citoplasma de células interfasicas,
resultantes de fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros que, por nao se
ligarem corretamente as fibras do fuso mitético durante o processo de divisao celular,
n&o sdo incluidas no ndcleo das células filhas (HEDDLE et al., 1983). E uma porc&o
citoplasmatica de cromatina, de forma redonda ou ovalada, que se localiza perto do
nucleo (ANDRADE et al., 2005; GRISOLIA et al., 2009). A sua formacao resulta da
guebra na molécula de DNA dias ou semanas ap0s a acdo de agentes mutagénicos,
guando as células estdo em divisdo mitotica (ANDRADE et al., 2005) e ocorre devido a
eventos aneugénicos (em cromossomos inteiros) ou clastogénicos (em fragmentos de
Cromossomo) ou, ainda, pela interacdo de agentes fisicos, quimicos ou biolégicos com
estruturas ndo gendmicas (GRISOLIA et al.,, 2009). Ndo se sabe ao certo sobre o
mecanismo que leva a formacdo das outras alteracdes no nudcleo de eritrocitos
(SERRANOGARCIA & MONTERO-MONTOYA, 2001).

O uso de analises citogenéticas, para avaliar os efeitos de agentes genotoxicos,
como contagem de micronucleos e outras alteracdes nucleares de eritrocitos, sao
bastante promissoras devido ao seu baixo custo e alta sensibilidade (RUSSO et al.,
2004). Alguns estudos descreveram a presenca de alteragdes eritrociticas nucleares
(AENSs), além do microndcleo, em células de peixe (AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ,
2000; CAVAS & ERGENE-GOZUKARA, 2005) e de anuros (GONCALVES et al. 2012,

2013, 2014), expostas a substancias genotoxicas.

3.3.2. Condicgéo Corporal

A condicdo corporal, ferramenta de manejo em Biologia da Conservacao
(ANDERSON & NEUMANN, 1996), € um indicativo de estresse ambiental,
disponibilidade de presas e também da qualidade ambiental (SZTATECSNY &
SCHABETSBERGER, 2005; BANCILA et al., 2010). Pode ser entendida como um dublé
da reserva energética dos organismos (SCHULTE-HOSTEDDE et al., 2005). Ambientes
ecologicamente empobrecidos podem apresentar menor disponibilidade de recursos
alimentares, afetando o crescimento ou o0 acimulo de tecidos de reserva nos organismos
(JAKOB et al., 1996; SHINE & MADSEN, 1997; WIKELSKI & TRILLMICH, 1997). Isso se
reflete em diferencas na qualidade corporal destes animais quando comparados com

animais de ambientes melhor conservados (PEIG & GREEN 2009). A condigao corporal
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€ comumente aplicada em estudos de estresse ambiental (KIRK & GOSLER, 1994;
KITASKY et al.,, 1999; SZTATECSNY & SCHABETSBERGER, 2005; DELGADO-
ACEVEDO & RESTREPO, 2008; BANCILA et al., 2010; LINS, 2013).

A condicdo corporal é avaliada pela relacao entre a massa corporal e o tamanho
do individuo, tendo como premissa, portanto, a relacao linear entre essas duas variaveis
(GREEN, 2001) O tamanho corporal é influenciado por pressdes seletivas e demandas
ecologicas da populacdo e, ao mesmo tempo, influencia diferentes parametros da
histéria de vida de um individuo (WIKELSKI & TRILLMICH, 1997). Embora maior
tamanho corporal signifigue mais forca e potencial para forrageamento e fuga de
predadores, também significa maior demanda energética, sendo necessaria maior
ingestao de alimentos (WIKELSKI & TRILLMICH, 1997).

O uso de indices de condicéo corporal visa gerar estimativas do estado nutricional
dos animais, relacionados a sua condicéo fisiolégica, atuando como indicativo da saude
do animal (JAKOB et al., 1996, GREEN, 2001). Por avaliar, basicamente, o acumulo de
tecidos de reserva, tais indices partem da premissa de que animais com mais tecidos de
reserva (maior estoque energético), possuem vantagens em relacdo a animais com
menor estoque (JAKOB et al.,, 1996; SHULTE-HOSTEDDE et al.,, 2005). Além da
gordura, o acumulo de outros componentes na estrutura corporal do organismo, como
proteinas, agua e tecido 6sseo, também acabam sendo quantificados nos indices de
qualidade corporal (SHULTE-HOSTEDDE et al., 2005).

Como a saude de um organismo influencia fortemente sua habilidade de
forrageamento, fuga de predadores, resisténcia imunoldgica, dentre outros efeitos, seu
sucesso reprodutivo e sua sobrevivéncia sdo afetados (DOBSON & MICHENER, 1995;
WAUTERS & DHONT, 1995; JAKOB et al., 1996; SHINE et al., 2001). Em
dltima analise, a condicéo corporal dos organismos € uma forma indireta de avaliar a

qualidade do habitat.

3.3.3. Assimetria Flutuante

A estabilidade do desenvolvimento € a capacidade de um organismo “tamponar”
eventuais perturbacdes que afetam o desenvolvimento de um fendtipo geneticamente

pré-determinado (MARKOW, 1995). Como o fenétipo dos organismos é resultado
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também da selecdo natural (ZAKHAROV, 1992; BALMFORD et al., 1993; PALMER
1994), a manutengcdo de um fendtipo “normal”, tende a atribuir maior aptiddo aos
organismos. A manutencéo deste fendtipo mais apto, mesmo em condicdes adversas, é
garantida por processos epigenéticos, que promovem a estabilidade do desenvolvimento
(PALMER, 1994). No entanto, os efeitos produzidos por estresses severos costumam
ser cumulativos. Desta forma, a capacidade dos organismos em diminuir a producéo de
erros randémicos no genoma € afetada. Erros que alteram a eficiéncia da expressao
génica afetam a estabilidade do desenvolvimento dos organismos em uma populacao
(PARSONS, 1992; CRNOBRNJA-ISAILOVIC et al., 2005) e a aptiddo dos individuos
afetados.

Como a morfologia “ideal” ndo é conhecida, desvios na producdao de
caracteristicas simétricas (semelhanca entre os lados esquerdo e direito de organismos
gue deveriam possuir simetria bilateral) sdo utilizados para prever erros na estabilidade
do desenvolvimento, tendo em vista que as estruturas de ambos os lados do corpo de
um organismo estdo sob o controle genético de um mesmo genoma em um mesmo
ambiente (PALMER, 1994). Por isso, tais caracteristicas devem possuir simetria bilateral
morfologicamente idénticas (PALMER & STROBECK, 1986).

Entendendo assimetria como a néo bilateralidade entre dois lados do corpo, ela
pode ser de trés tipos (Figura 2; PALMER, 1994).

e Assimetria Flutuante: ndo é decorrente de uma predeterminacdo genética,
refletindo perturbacbes ambientais durante o desenvolvimento do
organismo. A distribuicdo da frequéncia das diferencas entre os lados
direito e esquerdo é normal, com média igual a zero;

e Assimetria Direcional: acontece quando um caractere € sempre maior de
um lado do que do outro (p. ex: coracdo dos mamiferos, que apresenta o
lado esquerdo maior que o direito). Possui distribuicdo de frequéncia
normal, com média diferente de zero; e

e Antissimetria: a maioria dos individuos de uma populacdo ndo € simétrica
para um determinado caractere, mas o lado maior do que esperado alterna-
se aleatoriamente entre os individuos de uma populacéo (p. ex: quela dos
caranguejos do género Uca). A frequéncia de distribuicdo € bimodal ou

platicartica com média igual a zero.
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a) b)

Figura 2: Tipos de assimetria; a) Assimetria Flutuante, b) Assimetria Direcional, c) Antissimetria
(Adaptado de Palmer, 1994).

Enquanto a Assimetria Direcional e a Antissimetria podem ser transmitidas por
geracdes esporadicas adquiridas pelos progenitores e passados para as proles (ou seja,
apresentam uma predeterminacdo genética), a Assimetria Flutuante é adquirida pela
exposicao prolongada a perturbadores ambientais, causando erros no desenvolvimento
dos organismos expostos a condicoes adversas ((MATHER, 1953; LEARY &
ALLENDOREF, 1989), podendo ser utilizada para descrever e avaliar impactos ambientais
(BAGLIANO, 2012) e pode ser avaliada através da mensuracdo de varias caracteristicas
em ambos os lados dos individuos, para determinar se um fator estressante externo afeta

o desenvolvimento ontogenético dos mesmos (SILVA et al., 2007).

Estudos conduzidos com diversos organismos apontam Assimetria Flutuante
associada a diferentes tipos de estresses ambientais (p.ex. JI et al., 2002, LENS et al.,
2002, WAUTERS et al., 1996), incluindo anfibios expostos a agrotéxicos (p.ex. COSTA
& NOMURA, 2016 e COSTA & NOMURA, 2017; ETEROVICK, 2016).

Desta forma, é possivel que individuos de Boana albopunctata procedentes de
ambientes afetados por intensa atividade agricola no Distrito Federal (e, desta forma,
mais expostos a fatores estressantes), apresentem maior quantidade de alteracdes
nucleares, menor qualidade corporal e maior proporcdo de assimetria flutuante que

individuos procedentes de uma unidade de conservacao de protecao integral.

3.4.Hipoteses

* Hi: Existem diferencgas entre o ambiente degradado e o conservado em alteracdes
(i) citolégicas nucleares; (ii) de condicédo corporal; e (iii) de assimetria flutuante em

Boana albopunctata;
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* Ho: Nao hé diferenca (i) nas alteragBes citoldgicas nucleares; (ii) na qualidade
corporal; e (iii) na assimetria flutuante em individuos da espécie provenientes de

uma Unidade de Conservacao de Protecao Integral e da area agricola.

3.5.Objetivo Geral

Avaliar se ha alteracBes citologicas, energéticas e epigenéticas em Boana
albopunctata causadas pelo estresse bioldgico, sob diferentes condicdes ambientais,

entre areas agricolas e conservadas no Distrito Federal.

3.6.0bjetivos Especificos

o Discutir diferencas na paisagem entre um ambiente conservado e um agricola;

e Avaliar diferencas na ocorréncia de alteracbes citoldgicas nucleares entre uma

paisagem degradada e uma Unidade de Conservacéo de Protecéo Integral;

e Auvaliar diferengas na qualidade corporal entre um ambiente conservado e outro
com forte atividade agricola;

e Avaliar diferencas na simetria entre um ambiente conservado e outro com forte
atividade agricola na paisagem original;

e Discutir o impacto de mudancas na paisagem na qualidade de vida e

sobrevivéncia de anfibios.

4. Materiais e Métodos
4.1.Licencgas e Autorizagdes

O presente trabalho foi desenvolvido sob licenca para pesquisa do Sistema de
Autorizacdo e Informacédo em Biodiversidade (SISBIO, Licenca #49560-4), licenca do
Comité de Etica para Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB, Licenca
#30456/2016) e licenca oficial para acesso, pesquisa e coleta de anuros na Estacdo
Ecologica de Aguas Emendadas, fornecida pelo IBRAM (Instituto do Meio Ambiente e

dos Recursos Hidricos do Distrito Federal — Brasilia Ambiental, Licenga #04/2017).

4.2.Areas de Estudo

Os dois locais de estudo sdo no Distrito Federal, localizado no bioma Cerrado,

7z

que é caracterizado por um mosaico de formacdes vegetacionais, com fisionomias
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abertas e fechadas (EITEN, 1972). O clima da regido apresenta duas estacfes bem
definidas, uma chuvosa entre Outubro e Abril e uma seca, de Maio a Setembro, com
precipitacdo média anual de 1.500 mm (DIAS, 1992). Os solos do DF sdo, em sua
maioria, distréficos, com baixo pH uma alta concentracdo de aluminio, com predominio
de latossolos (LOPES & COX, 1977A; FURLEY & RATTER, 1988).

Foram escolhidas duas areas com condi¢cdes ambientais diferentes, que seréo os
tratamentos deste estudo, sendo uma fazenda localizada no PAD-DF (Programa de
Assentamento Dirigido do Distrito Federal), representando o local onde a paisagem esta
fortemente descaracterizada do original, principalmente pelo desmatamento para
implantacdo de monocultura mecanizada, especialmente a soja transgénica, com uso
intenso de agrotoxicos e irrigacao por pivé central, e a Unidade de Conservacéo de Uso
Integral, Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas (ESECAE), voltada para a pesquisa

cientifica e a preservacao ambiental (Figura 3).

-5900000 -4900000 -3900000 -2900000 -1900000 -900000 100000 1100000
Il Il 1 1 1 1 1

B}
‘i S ? A
! { \
A A
g g* W L9 L g
g | Y \\ L ™ g
= / - / — s
/ 2 R
s ; s
< R
/ 2 =
F A 5T \{:iﬂ
§ e Mgt 7 C\L ~ o 1
g s ) = } \ v 8
g [ D —~_1 7‘“ { 7 8
. L~ }L ¢ /S/
,F \.f\\\-{ ¥ ;/
L ARG (
/ 3 4 : ~
-’ i A 2 ¢
g- i \\//\'JJ o (‘H\./ -§
g ) [ f g ’ ) g
/ a g /
N, / [
;M,\ /_/,_\\ ?ﬁ)_j]/
A o
f b
g “"’v} g
H & : :
£ y7
’\/\\\ﬂr/
¢
g = Projec&o: Universal Transversa de Mercator - UTM|| £
b I T \etros s A °
0 275.0860.000 1.100.000 1.650.000 2.200.000 Datum Horizontal: SIRGAS 2000 -

T T T T T T T T
-5900000 -4900000 -3900000 -2900000 -1900000 -900000 100000 1100000

Figura 3: Localizacao das duas areas de estudo, ESECAE (verde) e PAD-DF (vermelho).

Como € necessério estipular uma escala espacial relevante para a espécie e para

os fendbmenos em questdao (WIENS, 1996), estipulei um raio de 2,5km ao redor dos
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pontos de coleta para a analise da paisagem, criando uma regido onde o uso do solo
possui influéncia direta sobre a ecologia dos anfibios e na dindmica dos seus
ecossistemas. Além disso, essa € uma regido que tende a manter uma unidade genética
populacional (ETEROVICK et al., 2016).

4.2.1. Estac&o Ecolégica de Aguas Emendadas — ESECAE

A Estagdo Ecolégica de Aguas Emendadas (ESECAE), situada & nordeste do
Distrito Federal, na Regido Administrativa de Planaltina, € uma Unidade de Conservacao
de Protecédo Integral (UC) voltada para a manutencdo dos ecossistemas livres de
alteracdes causadas por interferéncia humana, admitido apenas o uso indireto dos seus
atributos naturais (BRASIL, 2000).

Essa UC abriga um interessante fenébmeno geomorfolégico de dispersdo das
aguas, a partir de uma mesma nascente. Cursos d’agua que sao afluentes de duas
grandes Bacias Hidrogréficas, as bacias Tocantins e Parana partem da mesma vereda
em direcdes opostas. Para o norte, o CArrego Vereda Grande desagua no Rio Maranhao,
afluente do Rio Tocantins. O Corrego do Brejinho vai na direcédo sul desaguando nos rios
Séo Bartolomeu, Corumbé e Paranaiba, cujas aguas desembocam no Rio Parana e na
Bacia do Rio Prata (RIBEIRO & MARINHO-FILHO 2005; SEDUMA, 2008).

A unidade possui 10.500 hectares (Figura 4), destinados exclusivamente a
realizacdo de pesquisas basicas aplicadas a Ecologia, a protecao do ambiente natural e
ao desenvolvimento da educacdo ambiental conservacionista (RIBEIRO & MARINHO-
FILHO, 2005).
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Figura 4: Local de coleta na Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas (ponto amarelo) e area de abrangéncia
em raio de 2,5km).
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4.2.2. Programa de Assentamento Dirigido do Distrito Federal (PAD-
DF)

O PAD-DF (Programa de Assentamento Dirigido do Distrito Federal), localizado
na Regido Administrativa do Paranoa, foi criado pelo Governo do Distrito Federal, através
da Secretaria de Agricultura e Producédo e executado pela Fundagdo Zoobotanica do
Distrito Federal, em 1977. Seu obijetivo foi incorporar ao processo produtivo areas rurais

do Distrito Federal, até entédo inteiramente inexploradas (GHEST]I, 2009).

A regido do PAD-DF possui cerca de 61.000 hectares, caracterizada basicamente
pelo plantio de cereais, de oleaginosas, cultivo de hortifrutigranjeiros, bovinocultura e
avicultura, através do assentamento de produtores em Chéacaras Isoladas, Nucleos
Rurais, Colbnias Agricolas e Agrovilas. H& predominio do cultivo de soja nessa regiao,
que j& ocupou a 242 posicdo de maior produtor agricola do pais, dentre os 5.645
municipios do Brasil, segundo a Pesquisa Agricola Municipal realizada pelo IBGE

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), em 2005.

Na regido ocorre aplicacdo sistémica do herbicida Glifosato. Segundo dados
fornecidos pelo diretor técnico da COOPA-DF (Cooperativa Agropecuaria do Distrito
Federal), as variedades de soja transgénicas cultivadas na regido sdo a W 712, W 796,
W 787 e a Pionner 90y30. A relacdo dos agrotéxicos utilizados, em ordem de volume
(litros por hectare), € a seguinte: Glifosato, Dual Gold, Select, 2,4D (herbicidas); Prémio,
Acefato, Belt, Dipel, Piretréides (inseticidas); Priori, Opera, Locker, Nativo, Aprouch
(fungicidas). O fertilizante utilizado é o NPK, com dosagem de 500 kg/ha, principalmente
nas formulagdes 5:20:20 e 2:20:20. E utilizado o Sistema de Plantio Direto, com
aplicacédo dos fertilizantes no plantio (na cova) e 20 dias apés (adubacao de cobertura).
Os herbicidas, inseticidas e fungicidas sédo aplicados no periodo vegetativo e reprodutivo
da soja (Dezembro e Janeiro), que coincidem com o periodo de concentracdo da
atividade reprodutiva de Boana albopunctata (HADDAD et al., 2013; CONAB, 2017).

A fazenda na qual foram realizadas as coletas possui 330,22 hectares, onde ha
predominio de monocultura de soja geneticamente modificada, irrigada por pivos centrais
(Figura 5).
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Figura 5: Local de coleta (limite da fazenda em laranja) regido agricola do PAD-DF (ponto amarelo) e area de
abrangéncia em raio de 2,5km).

4.3.Coleta de Dados

As coletas foram realizadas no periodo chuvoso de 2015-2016 e 2016-2017 a
partir do horéario crepuscular. Os animais foram coletados proximos a corpos d’agua
identificados previamente com a classificagdo de ortofotocartas da Terracap (Agéncia de
Desenvolvimento de Brasilia) de 2011 (Datum SIRGAS 2000, Projecdo Trasnversa de
Mercator, com 3 bandas espectrais RGB e resolucdo espacial de um metro).

Na regido do PAD-DF, o local de coleta foi uma lagoa artificial localizada a jusante
de uma lavoura de soja, enquanto ha ESECAE os animais foram coletados na vereda
formadora dos Corregos Vereda Grande e Brejal, onde encontra-se o marco das Aguas
Emendadas. E importante citar que a escolha do ponto de coleta na ESECAE se deu
devido a area de abrangéncia, estabelecida no raio de 2,5km, estar completamente
ocupada por vegetacao nativa do Cerrado.
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A metodologia utilizada para a coleta foi a busca ativa por captura manual, através
da identificacdo da espécie por vocalizacao especifica. Capturei 50 individuos em cada
area de estudo. Logo apos a coleta, os espécimes foram acondicionados, um a um, em
sacos plasticos transparentes e umedecidos a fim de evitar choques mecanicos,
desidratacdo e estresse. Eles foram mantidos vivos para serem conduzidos ao
Laboratorio de Fauna e Unidades de Conservacédo (LAFUC) da Universidade de Brasilia,

onde foram triados.

4.3.1. Anélise da Paisagem

A determinacao da estrutura da paisagem, na area de abrangéncia dos locais de
coleta, foi feita pela determinacdo das classes de uso e ocupacgéo do solo da base de
dados do Zoneamento Ecoldgico Econdmico do Distrito Federal (ZEE-DF, 2009) com os
devidos ajustes manuais feitos no software ArcGIS® versdo 10.2.2. As classes foram
posteriormente transformadas para o formato raster, através da calculadora de atributos
do ArcGIS®.

4.3.2. Alteracdes Eritrociticas Nucleares

Para a andlise das Alteracdes Eritrociticas Nucleares (AENS) retirei uma gota de
sangue de cada individuo por puncao cardiaca e fiz um esfregago em lamina apropriada.
Apoés 24 horas de desidratacao, fixei o material com metanol 100% e pigmentei com
corante Giemsa. A fixacdo e coragem das laminas foi realizada no Laboratorio de
Geneética Toxicologica (GTox) da Universidade de Brasilia. Para a coleta de sangue,
anestesiei 0s animais com injecao de cloridrato de quetamina intracelomatica e apliquei
overdose de quetamina intracardiaca, para eutanasiar 0s animais. Ap0s isso, 0S animais
foram fixados em formol 10% e conservados em alcool 70% para serem depositados na
Colecao Herpetologica da Universidade de Brasilia (CHUNB) ao final do trabalho. O
procedimento de anestesia e eutanasia dos animais seguiu a Resolucéo 1.000/2012, do

Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

A frequéncia de ocorréncia de AENs nas células sanguineas dos animais
coletados foi avaliada através da analise de 1.000 eritrocitos de cada individuo
(CABAGNA et al. 2006). Cada lamina recebeu um cédigo, equivalente ao do niumero de

campo do animal (Série RABrandéao), as laminas foram aleatorizadas e sorteadas para
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serem observadas em microscopio optico (Bel Photonics®), visando minimizar vieses

associados a ordem de analise. Todas as contagens foram feitas por um Unico

pesquisador, também para evitar ou padronizar possiveis erros.

4.3.3. Condicao Corporal

Em laboratério medi o peso de cada animal, utilizando dinamdmetro portatil
(Pesola®, precisédo 0,5 g) e o comprimento rostro-cloacal (CRC) com paquimetro digital
(Western®, precisao 0,01 mm). Todas as medi¢des foram realizadas por mim, para evitar
ou padronizar possiveis erros, além do uso do mesmo dinamémetro e paquimetro para

todas as medi¢des, de todos os individuos.

4.34. Assimetria Flutuante

A Assimetria Flutuante foi avaliada em cada individuo fixado, através da medi¢céo
do comprimento de caracteres bilaterais (i.e. presente no lado direito e esquerdo do
animal) a saber: mao, maior dedo da méao, tibia-fibula, fémur, pé e maior dedo do pé e
didmetro do timpano, com o auxilio de um mesmo paquimetro digital (Western®,
precisdao 0,01 mm) e pela mesma pessoa. A escolha desses caracteres se deu pela
relativa facilidade de medicao, permitindo alta repetibilidade. Outro ponto importante é
gue eles devem apresentar baixa plasticidade fenotipica ja que, dificilmente, algum lado
do animal serd mais usado que 0 outro ou irA experimentar uma condicdo micro
ambiental diferente (PALMER & STROBECK, 2003).

Foram tomadas cinco medidas repetidas de cada variavel morfolégica, todas
realizadas por mim, sempre com a mao direita, zerando completamente o paquimetro
entre cada medida. Assim como na avaliagcdo da Condi¢cdo Corporal, essas precaucdes
objetivaram diminuir ou padronizar os possiveis erros. Além disso, no momento da
medicdo, ndo se sabia de qual localidade o individuo pertencia, para evitar
tendenciosidades. As cinco medidas do mesmo individuo foram tomadas no mesmo dia,
alternando entre o lado direito e esquerdo, sem alternar entre individuos. A utilizacao de
cinco medicbes seguidas no mesmo individuo ou de duas medi¢cdes com um intervalo
de tempo entre os individuos ndo geraram resultados diferentes na assimetria flutuante
em estudos similares, possibilitando o uso de qualquer um dos dois métodos de medicéo
(LINS, 2013).
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4.4.Anélises dos Dados

Todas as analises foram feitas no software RStudio®, com nivel de significancia
de 5%.

4.4.1. Andlise da Paisagem

As classes de uso e ocupacéo do solo em formato raster foram utilizadas para o
calculo das métricas da paisagem (algoritmos que quantificam as caracteristicas
espaciais especificas de manchas, classes de manchas ou do mosaico inteiro da
paisagem; COUTO, 2004), pela extensdo Patch Grid do software ArcGIS® para as
classes de uso do solo de cada uma das areas de estudo. As classes de uso foram

obtidas da base de dados

Foram selecionadas apenas as métricas referentes as areas da paisagem, pois
eram de conceituacao mais simples, que fazem sentido para a espécie estudada, sendo
as mais adequadas ao presente estudo. As métricas de area quantificam a composicao
da paisagem ao mesmo tempo que sdo afetadas pela configuracdo da mesma, sendo as
mais importantes em estudos de fragmentacao de habitat, ja que a fragmentacéo afeta

tanto a area de um habitat, como a sua configuracéao (

Tabela 2; MCGARIGAL & MARKS 1995):

e Total da area core (TCA, em hectares): area central, nuclear ou core de um

fragmento. Considerado o melhor indicativo da qualidade dos fragmentos
(MCGARIGAL et al., 2002).

e Area da classe (CA, em hectare): é uma medida da composicdo da paisagem, o
guanto da paisagem € composta por apenas uma classe de fragmento
(McGARIGAL & MARKS 1995).

e Porcentagem de cada classe na paisagem (PLAND): porcentagem da paisagem
ocupada por cada classe de fragmento (McCGARIGAL & MARKS 1995).

26



Tabela 2: Formulas utilizadas no célculo das métricas de area da paisagem (Adaptado de
McGARIGAL & MARKS 1995).

Métrica Variavel Férmula
Porcentagem n_, aij
2 pLAND = pi 222 100
de cada classe na
paisagem (%) PLAND
Em que: Pi = proporcdo da classe na
paisagem; aij = area de cada classe.
n
CA 3] (—1 )
Area de = Zaux 1
CA = 0000
classe (ha)
Em que: aij = area de cada classe
a
TCA = z jj¢ !
) = %" *Gg000)
Total da area j=1
vl T TCA

central (ha

(ha) Em que:aijc = &rea central total de cada

classe

Para evitar vieses e problemas de homocedasticidade entre os dados, realizei
correlagdes par-a-par entre as variaveis, para verificar se as métricas tinham uma alta
correlacdo (Coeficiente de Correlagcdo de Pearson maior que 0.8; METZGER, 2006,
RITTERS et al., 1995).

4.4.2. Alteracdes Eritrociticas Nucleares

Contabilizei células normais, com nucleos intactos em formato oval, bem como
aquelas com algum tipo de Alteragdo Eritrocitica Nuclear - AEN (nucleo segmentado,
nacleo com protuberancia ou brotamento, nucleo geminado ou célula binuclear, nucleo
reniforme, nucleo com vacuolo ou invaginacdo). As AEN foram contabilizadas

conjuntamente, sem distin¢cao entre elas.

Obtive a proporcao de células com alguma alteracdo dentre o total de células

analisadas para cada individuo. Essa proporcdo foi transformada para atender as
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premissas de normalidade e homocedasticidade dos dados (ZAR, 2010), de acordo com
a equacao abaixo:

Variavel transformada (rad) = arcosin * (proporgio) /2

Essa variavel transformada foi utilizada para determinar as diferencas na
distribuicdo das proporcdes das alteracdes entre a populacdo proveniente da area

agricola e a do ambiente conservado, através do teste de Mann-Whitney.

4.4.3. Condicao Corporal

Para medir a condi¢cdo corporal dos organismos, avaliei os residuos da relacao
linear entre massa corporal e comprimento rostro-cloacal (CRC). Esse método remove 0
efeito do tamanho corporal nos resultados (o qual pode ser, por exemplo, efeito da idade
dos organismos). O indice € calculado utilizando os residuos da regresséao linear das
medidas de massa corporal e CRC, onde individuos que apresentem residuos negativos
possuem condi¢éo corporal abaixo do que a esperada, conforme previsto pela reta de
regressdo, podendo estar subnutridos, pois possuem massa corporal menor gue o
esperado para um determinado tamanho corporal. Por outro lado, os individuos com
valores de residuo positivos apresentam condi¢éo corporal melhor que a esperada para
a populagdo, com massa maior que o esperado para determinado tamanho do corpo
(JAKOB et al., 1996).

Testei a normalidade do comprimento rostro-cloacal (CRC) e da massa corporal
de todos os individuos com teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO & WILK 1965). Fiz uma
analise de regresséo linear entre os valores de (CRC) e da massa corporal de todas 0s

individuos agrupados por local.

Testei a normalidade dos residuos da regressao linear entre comprimento rostro-
cloacal (CRC) e massa com o teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO & WILK 1965) e as
diferencas entre os residuos dos individuos procedentes da Estacdo Ecoldgica e da Area
Agricola com ANOVA.

444, Assimetria Flutuante

A partir do conjunto de variaveis, isto €, medidas repetidas de um mesmo lado,

para cada caractere e entre os lados direito e esquerdo, testei a presenca de outliers
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com o teste de Grubbs. Também inspecionei os dados para detectar possiveis erros de
medicao, conforme passo-a-passo proposto por Palmer & Strobeck (2003). Em estudos
de morfometria, principalmente os de Assimetria Flutuante, a presenca de outliers pode

mascarar os resultados e devem ser removidos (PALMER, 1994).

Apbs a retirada de outliers e individuos ou caracteres que apresentaram alguma
injuria ou problema de medicéo, fiz um teste de Levene para comparar a homogeneidade
das variancias para cada caractere entre os locais de estudo, sendo retirados das
andlises posteriores os caracteres que apresentaram heterogeneidade das variancias
(PALMER & STROBECK 2003)

Para verificar se uma possivel Assimetria Flutuante € maior que a diferenca entre
os lados em decorréncia do erro de medicao, realizei uma ANOVA de dois fatores para
cada caractere e para cada localidade, utilizando as réplicas das medi¢cdes como
variaveis dependentes e lado (direito e esquerdo) como fator fixo, e individuo, como fator
aleatério, como variaveis independentes: (PALMER & STROBECK, 1986, 2003;
PALMER, 1994). Andlise de variancia também foi utilizada para detectar a presenca de
assimetria direcional e de alometria (variacao entre os lados direito e esquerdo devido
ao tamanho do caractere (PALMER, 1994; PALMER & STROBECK, 1986, 2003)).

Fiz correlacbes de Pearson para retirar as variaveis semelhantes. Quando os
pares de caracteres apresentarem correlacdo significativa ou coeficiente de correlagéo

de Pearson “r’ maior que 0,50 serdo removidos das analises futuras (LINS, 2013).

Avaliei a ocorréncia de assimetria flutuante utilizando o indice FA8a (vide equacédo
abaixo), que consiste na média do valor modular do logaritmo da razdo entre os lados
direito e esquerdo. Este indice retira o efeito alométrico do tamanho do corpo sobre o
tamanho do caractere e da variagdo na assimetria flutuante (PALMER & STROBECK,
2003).

FA8a (populagdo): média | In(D/E)| = média | In(D) — In(E)|

Ainda seguindo o protocolo de Palmer e Strobeck (2003), realizei testes t
pareados das medidas do lado direito (D) e esquerdo (E), visando verificar a consisténcia
e magnitude da direcdo da diferenca entre os lados direito e esquerdo (D-E) entre os
individuos, para detectar assimetria direcional (PALMER, 1994). Para caracteres com
assimetria direcional, verifiquei se a diferenca entre os lados € menor que o indice FA8a

ja que, nesses casos, a predisposi¢cdo para um lado ser maior que o outro € menor que
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uma possivel assimetria flutuante, de forma que a assimetria direcional ndo seja
contabilizada como assimetria flutuante (PALMER & STROBECK, 2003).

Testei a ocorréncia de antissimetria através do teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e testes t para obliquidade (assimetria da distribuicdo de frequéncia) e curtose
(quantidade de dispersao dos dados amostrais identificada pelo pico ou achatamento da
curva de distribuicdo das frequéncias; ZAR, 2010) da distribuicdo de D-E para cada

populacao.

Os caracteres gque apresentaram antissimetria (ndo normalidade ou curtose e
obliquidade significativas) ou assimetria direcional maior que FA8a foram retirados das

andlises posteriores, conforme recomendado por Palmer e Strobeck (2003).

No teste t para detectar antissimetria, obliquidade e curtose, apliquei a correcao
sequencial de Bonferroni para minimizar a ocorréncia de Erro Tipo 1, pois, em estudos
com grande numero de caracteres ou de amostras, a ocorréncia de resultados “falso-
positivos” € comum (PALMER, 1994; PALMER & STROBECK, 2003, ZAR, 2010).

5. Resultados

Foram coletados 50 individuos de Boana albopunctata em cada area de estudo,
totalizando 100 individuos, dos quais apenas dois eram fémeas, uma coletada em Aguas

Emendadas e outra no PAD-DF.

5.1.Andlise da Paisagem

As duas paisagens apresentam graus de conservagao bem distintos. A fazenda
localizada no PAD-DF estd bem descaracterizada do original, com lavouras de soja
irrigadas por pivo central e praticamente nenhum remanescente de vegetagao nativa, ao
contrario da vereda da ESECAE, que estd com a vegetacdo nativa totalmente
preservada. As classes de uso e ocupacédo do solo no buffer de 2,5km da ESECAE séo
as “Formagbes Campestres Secas”, “Formaces Campestres Umidas”, “Formacdes
Savanicas” e “Formagbes Florestais” (Figura 6, Tabela 3), e as do PAD-DF séao
“Formacbdes Campestres Secas”, “Formacgdes Savanicas” e “Formagdes Florestais”,

L1 ”

“Ocupacao Antrépica”, “Agricultura”, “Estradas” e “Reflorestamento” (Figura 7, Tabela 4).

Essa classificacao foi feita conforme proposto por Ribeiro e Walter (2008), com uma
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adaptacdo para a fitofisionomia vereda, incluida em Formagdes Campestres Umidas
(BRANDAO & ARAUJO, 2001).

Vegetacao

[ Formagdes Campestres Secas
- Formagdes Campestres Umidas
[ Formag@es Savanicas

[ Formagées Florestais

Projec&o: Universal Transversa de Mercator - UTM
Datum Horizontal: SIRGAS 2000 - Zona: 23 S

Figura 6: Ocupacéo e uso do solo num raio de 2,5km do local de coleta na Estacdo Ecolégica de Aguas
emendadas

Tabela 3: Classes de uso e ocupagdo do solo e seu respectivo quantitativo de area na Estagéo Ecoldgica
de Aguas Emendadas (ESECAE)

Classe de Uso — ESECAE Area (ha) Area (%)
Formagbes Campestres Secas 79,97 4,07
Formacdes Campestres Umidas 176,63 9,00
Formacgdes Savanicas 1.705,50 86,86
Formacdes Florestais 1,42 0,07
Total 1.963,52 100,00
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Figura 7: Ocupacéo e uso do solo num raio de 2,5km do local de coleta no Programa de Assentamento
Dirigido do Distrito Federal.
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Tabela 4: Classes de uso e ocupacdo do solo e seu respectivo quantitativo de area no Programa de
Assentamento Dirigido do PAD-DF

Classe de Uso - PAD-DF Area (ha) Area (%)

Formacdes Campestres Secas 30,29 1,54
Formacdes Savanicas 47,70 2,43
Formacdes Florestais 97,52 4,97
Ocupacéao Antropica 137,00 6,98
Agricultura 1.544,14 78,64
Estradas 47,07 2,40
Reflorestamento 59,77 3,04

Total 1.963,49 100,00

As classes de uso de solo diferiram bastante entre os dois locais de estudo.
Enquanto na Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas, a zona de influéncia esta
totalmente ocupada por vegetacdo nativa, com diferentes proporcdes por cada

itofisionomia (sendo 86% ocupado por Formacdes Savanicas, Tabela 3), no Programa
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de Assentamento Dirigido do Distrito Federal, a vegetagdo nativa foi praticamente
substituida por agricultura (78,64% da area total do PAD-DF, Tabela 4).

As métricas de area selecionadas nao apresentaram Coeficiente de Correlacdo
de Pearson maior que 0,8 (Tabela 5), garantindo sua independéncia na estrutura da

paisagem.

Tabela 5: Resultado das métricas da paisagem selecionadas, ap0s o teste de Correlagdo de Pearson (r <
0,8) da area total e de cada classe de fragmento para os dois locais de estudo

Métricas
Local Classe Area
TCA (ha) PLAND (%) CA (ha)
Area Total 1.937,24 - -
Formacdes Campestres Secas 74,67 4,07 79,97
ESECAE  Formacdes Campestres Umidas 170,03 9,00 176,63
Formacdes Savanicas 1.691,34 86,86 1.705,50
Formacdes Florestais 1,20 0,07 1,42
Area Total 1.902,98 - -
Formacdes Campestres Secas 27,45 1,54 30,29
Formacdes Savanicas 44,10 2,43 47,70
PAD-DF Formacdes Florestais 87,27 4,97 97,52
Ocupacao Antrépica 133,20 6,98 137,00
Agricultura 1.518,02 78,64 1.544,14
Estradas 35,37 2,40 47,07
Reflorestamento 57,58 3,04 59,77

As métricas diferenciaram os dois locais de estudo. Apesar do total da area core
(TCA) ser semelhante entre os dois, a classe que mais contribui para o incremento da
area core na ESECAE é “Formacdes Savanicas” (1.691, 34 ha), enquanto que no PAD-
DF é “Agricultura” (1.518, 02 ha). A porcentagem de cada classe (PLAND) mostra que
apenas 8,94% da paisagem do PAD-DF corresponde a classes de vegetacdo nativa
(somando os valores para as Formagcdes Campestres Secas, Savanicas e Florestais),

ao passo que, na ESECAE, esse valor é de 100%.

5.2.Alterac@es Eritrociticas Nucleares

Ao todo, foram analisadas 132.739 ceélulas, sendo que destas, 3,97%
apresentaram algum tipo de alteracdo eritrocitica nuclear. Na Estacdo Ecoldgica de
Aguas Emendadas, 3,71% dos eritrocitos estavam alterados, enquanto no Programa de

Assentamento Dirigido do Distrito Federal a frequéncia de alteracbes foi de 3,94%.
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Apesar do valor absoluto de células alteradas ter sido maior no PAD-DF, a area agricola
apresentou frequéncia média de alteragbes menor que a ESECAE (PAD-DF: 0,1994 +
0,0384; ESECAE: 0,2028 + 0,0394; Figura 8)

N&o houve diferencas na proporcéo de células alteradas entre a &rea agricola e a
unidade de conservacéo (W = 0,6599; p = 0,0655).
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Figura 8: Genotoxicidade das células amostradas por locais de estudo

5.3.Condicéao Corporal

Existe relagdo linear positiva entre CRC e massa para individuos das duas
localidades (Y = -3,43 + 0,24x; r? = 0, 20; Figura 9) permitindo utilizar os residuos dessa

regressdo como indices de condi¢do corporal individual.

N&o encontrei outliers para nenhum individuo nos valores de comprimento rostro-

cloacal (CRC) e massa corporal.
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Figura 9: Residuos da regresséao linear entre os valores do comprimento rostro-cloacal (CRC) e mass:
corporal dos individuos do PAD-DF(laranja) e da ESECAE (azul).

Houve diferenca na qualidade corporal dos individuos de B. albopunctata
coletados na ESECAE e no PAD-DF (F =53, 07; p < 0.001). Os individuos do PAD-DF
apresentaram condi¢éo corporal melhor, com média dos residuos igual a 1,25 + 1,63,
enquanto os individuos da ESECAE apresentaram média dos valores de residuo
negativos (-1,22 + 1,75),

5.4. Assimetria Flutuante

Os 100 individuos coletados tiveram o comprimento dos caracteres mao, maior
dedo da mao, fémur, tibia-fibula, pé e maior dedo do pé e diametro do timpano medidos.
Um individuo da ESECAE teve suas medidas de mao e maior dedo da méo retiradas das
analises por apresentar lesdo nesses caracteres. O teste de Grubbs encontrou apenas
um outlier para uma repeti¢cdo no lado direito do timpano de um individuo do PAD-DF,

gue foi retirada da analise. O teste de Levene mostrou que o timpano, a mao e o maior
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dedo do pé ndo apresentavam homogeneidade das variancias entre os locais de estudo
(Tabela 6), portanto foram também retirados das analises posteriores (PALMER &
STROBECK, 2003).

Tabela 6: Resultado do teste de Levene para homogeneidade das variancias entre os dois locais de
estudo.

Caractere F p
Timpano 12,487  <0,001
Mao 2,877 <0,05
Maior dedo da méo 1,148 0,3286
Fémur 1,273 0,2824
Tibia-fibula 1,258 0,2877
Pé 0,789 0,5004

Maior dedo do pé 20,250 <0,001

Os caracteres maior dedo da méo, fémur, tibia-fibula e pé apresentaram
assimetria ndo direcional (antissimetria e assimetria flutuante) significativa maior que o
erro de medicdo para ambas as localidades estudadas (interagao significativa entre lado
e individuo; Tabela 7). O teste de obliquidade mostrou que os caracteres tibia-fibula e
pé dos individuos do PAD-DF apresentaram obliquidade, mas esses resultados nédo
permaneceram significativos apds a Corre¢do Sequencial de Bonferroni. Oposto foi
observado pelo teste de curtose, que indicou leptocurtose para todos os caracteres das
duas populagdes, sendo que os valores continuaram significativos mesmo apos a
Correcao Sequencial de Bonferroni. J4 o teste de normalidade de Shapiro-Wilk revelou
que a distribuicdo das diferencas entre os lados direito e esquerdo de nenhum desses

guatro caracteres € normal, o que pode ser um indicativo de antissimetria (

Tabela 8).
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Tabela 7:
populacao. g.l., graus de liberdade; QM, quadrado médio.

Resultado da ANOVA de dois fatores (lado e

individuo) modelo misto das medidas

Lado (L) Individuo (1) Interagdo L x | Erro
Variavel Local
QM. gl F p QM. g.l F p QM. g.l F p QM. gl
ESECAE 1,358 1 0,672 0,416 15909 48 7,876 <0,001 2,020 48 11,285 <0,001 0,179 392
Maior Dedo da Mao
PAD-DF 6,209 1 2,104 0,153 11,665 49 3,953 <0,001 2,951 49 15,370 <0,001 0,192 400
ESECAE 18,900 1 3,287 0,076 38,250 49 6,652 <0,001 5,750 49 11,275 <0,001 0,510 400
Fémur
PAD-DF 5,260 1 1,422 0,239 34,100 49 9,216 <0,001 3,700 49 6,607 <0,001 0,560 400
ESECAE 5,530 1 9,373 <0,05 53,900 49 91,356 <0,001 0,590 49 14,750 <0,001 0,040 400
Tibia-fibula
PAD-DF 6,640 1 13,833 <0,05 49,110 49 102,313 <0,001 0,480 49 1,455 <0,05 0,330 400
ESECAE 27,519 1 20,552 <0,05 22,680 49 16,938 <0,001 1,339 49 8,987 <0,001 0,149 400
pé
PAD-DF 64,660 1 26,073 <0,05 21,000 49 8,468 <0,001 2,480 49 15,500 <0,001 0,160 400

repetidas dos caracteres de cada
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Tabela 8: Resultado dos testes para antissimetria (teste t da curtose e obliquidade e teste de normalidade Shapiro-Wilk) de D-E

(D-E)
Correcéo Sequencial
Variavel Local Obliquidade Curtose de Shapiro-Wilk
N Bonferroni
Cauda Ts P Curtose Ts p p w p
. ~  ESECAE 49 -0,227 -0,668 0,504 4,379 6,555 <0,001 <0,05 0,977 <0,001
Maior Dedo da Mé&o
PAD-DF 50 0,017 0,052 0,959 3,067 4,633 <0,001 <0,05 0,994 <0,05
Famur ESECAE 50 -0,138 -0,411 0,681 2,970 4,488 <0,001 <0,05 0,993 <0,05
PAD-DF 50 0,470 1,395 0,163 3,687 5,571 <0,001 <0,05 0,983 <0,001
Tibia-fibula ESECAE 50 -0,295 -0,877 0,380 3,034 4,583 <0,001 <0,05 0,977 <0,001
PAD-DF 50 0,980 2,911 <0,001 4,957 7,489 <0,001 <0,05 0,935 <0,001
P& ESECAE 50 -0,104 -0,308 0,758 3,428 5,180 <0,001 <0,05 0,988 <0,001

PAD-DF 50 1,264 3,756 <0,001 6,611 9,988 <0,001 <0,05 0,930 <0,001




O teste t pareado foi significativo para todos os caracteres das duas populagoes,
indicando uma predisposi¢ao para uma assimetria direcional, em que o maior dedo da
mao e fémur da populacdo da ESECAE tiveram o lado direito maior que o esquerdo,
enguanto nos outros, o lado esquero era maior (Tabela 9). Como as correlacdes entre
os caracteres foi significativa para todos os pares (Tabela 10), o indice FA8a foi utilizado
para corroborar o resultado do teste t, que acusou assimetria direcional para todos os

caracteres (Tabela 9).

Tabela 9: Resultado dos testes para assimetria direcional (teste t pareado) da
diferenca entre os lados direito e esquerdo (D-E). N, numero amostral; FA8a, indice de
assimetria flutuante (Palmer & Strobeck, 2003)

Variavel Local N FA8a AD
D-E Ts p
Maior Dedo da Mo ESECAE 49 0,0639 -0,105 14,572 <0,001
PAD-DF 50 0,0398 0,205 -14,596 <0,001
Famur ESECAE 50 0,0105 -0,389 -22,871 <0,001
PAD-DF 50 0,0378 0,250 -56,944 <0,001
L ESECAE 50 0,0765 0,210 11,348 <0,001

Tibia-fibula

PAD-DF 50 0,0354 0,230 3,151 <0,05
pa ESECAE 50 0,0109 0,469 14,137 <0,001
PAD-DF 50 0,0407 0,719 71,900 <0,001

Tabela 10: Matriz de correlagdo de Pearson entre os caracteres. Coeficiente de correlagdo r abaixo
da diagonal principal; valores de p acima

Variavel Maior Dedo da M&o Tibia-fibula pé Fémur
Maior Dedo da Mao <0,001 <0,001 <0,001
Tibia-fibula 0,437 <0,001  <0,001
pe 0,425 0,855 <0,001

Fémur 0,404 0,771 0,706
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6. Discussao

6.1. Analise da Paisagem

O solo na Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas esta ocupado por vegetacio
nativa do bioma Cerrado, com diferentes formacdes e fitofisionomias, o que era esperado
devido & ESECAE ser Unidade de Conservacao de Protecao Integral (UCPI), voltada
exclusivamente para pesquisas e preservacdo da biodiversidade. Isso mostra a
importancia de UCPIs para a efetiva conservacao da biodiversidade (FRANCOSO et al.
2015).

Valores maiores de area core indicam melhor qualidade da paisagem,
correspondendo a area total do habitat preservado e, quanto maior for esse valor, menor
o efeito de borda (CALEGARI et al., 2010; McGARIGAL & MARKS 1995). As métricas
evidenciaram que na Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas a paisagem esta mais
preservada e com maior qualidade ambiental. A maior classe da ESECAE corresponde
a “Formacdes Savanicas”, enquanto no PAD-DF a classes mais representativa &
“Agricultura”. Como as classes maiores sdo as mais importantes para determinar como
ocorre a manutencao da biodiversidade e dos processos ecolégicos em larga escala em
uma paisagem (FORMAN & GODRON, 1986), a Estacdo Ecologica de Aguas
Emendadas oferece condicdes mais propicias para os processos ecoldgicos e para a

manutencdo da biodiversidade que a PAD-DF.

6.2. Alteracdes Eritrociticas Nucleares

A auséncia de diferenca nas alteracdes eritrociticas nucleares entre os dois locais
de estudo sugere que ndo ha uma relacdo direta entre o0 uso de agrotoxicos e fertilizantes
na area agricola e a quantidade de alteracdes citologicas encontradas, resultado
semelhante foi obtido por Rodrigues et al. (2005).

Esse resultado sugere que as concentracdes dos produtos quimicos utilizados no
PAD-DF néao foram suficientes para causar danos genéticos (RODRIGUES et al., 2005,
GOVINDARAJULU 2008). Outra possibilidade é que Boana albopunctata apresente uma
eficiente capacidade metabdlica de xenobibticos, ou algum mecanismo genético que

bloqueie os efeitos mutagénicos do glifosato e/ou outras substancias. A curta meia-vida
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do glifosato (principal ingrediente ativo utilizado nas culturas de soja no PAD-DF) também
podem contribuir para a permanéncia da espécie na paisagem agricola.

Apesar do glifosato ser um dos agrotoxicos menos toxicos, segundo a IUPAC
(2017), a relacao entre classificacdo toxicologica e os efeitos ecotoxicolégicos ndo €
linear (MOREIRA et al., 2012). O risco de danos genéticos ndo depende apenas do
potencial genotoxico dos agrotoxicos, mas também da capacidade individual de reacao
contra efeitos adversos desses agentes (SRAM 1998). Mesmo a exposi¢ao prolongada
a agrotéxicos pouco téxicos pode causar efeitos deletérios (DALLEGRAVE et al., 2003;
GASNIER et al., 2009; CORREIA & MOREIRA, 2010). O mesmo ocorre pela exposi¢céo
cronica ou aguda a metais pesados, herbicidas e pesticidas, resultando em diversas
anormalidades genotoxicas, mutagénicas, teratogéncias e reprodutivas em anfibios
(CAMPANA et al., 2003; UNRINE et al., 2007; YIN et al., 2008; PELZER et al., 2008; LIU
et al., 2011, GONCALVES et al., 2014; NIKOLOFF et al., 2014).

O Glifosato foi um dos 14 ingredientes ativos de agrotéxicos colocados em
reavaliac@o pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) em 2008. Em nota
emitida em 2013, a Fiocruz concluiu que as evidéncias de mutagenicidade, toxicidade,
carcinogenicidade do glifosato eram insuficientes para banir tal produto. Em 2015, a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer classificou o glifosato como “provavel
carcinogeno humano”. A Anvisa entende que essa classificagdo é conflitante, tendo em
vista que as agéncias reguladoras da Australia, Canada, Estados Unidos e Europa
consideram a substancia ndo-carcinogénica (ANVISA, 2017). Isso demonstra a
necessidade de analises mais detalhadas e concisas sobre o efeito do glifosato ndo sé
para a saude humana, mas para outras espécies expostas a esse agrotdoxico, como 0s
anfibios anuros. Até pelo fato de outros estudos terem demonstrado o efeito citotoxico e/
ou mutagénico do glifosato em diferentes espécies (GASNIER et al., 2009; GONCALVES
et al., 2013 e GONCALVES et al., 2014).

6.3.Condicéao Corporal

Observei que os individuos do PAD-DF apresentaram condi¢do corporal melhor
que os individuos da ESECAE. Essa diferenca indica que Boana albopunctata apresenta
vantagens em paisagens alteradas pela atividade humana. Espécies generalistas e
oportunistas, como é o caso de Boana albopunctata, podem se beneficiar da auséncia

de competidores (BOLNICK et al., 2010) e/ou menor diversidade de predadores,
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especialmente serpentes, que podem ser negativamente afetadas por atividades
humanas (KJOSS & LITVAITIS, 2000; READING et al., 2010). Apesar de que uma
condicdo corporal melhor em individuos provenientes de areas com mais disturbios
ambientais ndo é o esperado (p. ex.. MAZEROLLE 2001; NECKEL-OLIVEIRA &
GASCON 2006; DELGADO-ACEVEDO & RASTEPO, 2008).

A auséncia de competidores permite que novas oportunidades de recursos
passem a ser disponiveis para 0S organismos que permanecem em ecossistemas
empobrecidos (HECNAR & MICLOSKEY, 1997), um processo conhecido como
relaxamento ecoldgico (ou relaxamento competitivo, definido por Grant (1972) como uma
expansao do nicho na auséncia de competidor), que pode levar a mudancas ecolégicas
e evolucionéarias, sendo um reflexo do deslocamento de caracteres (PFENNIG &
PFENNIG, 2009). Esse processo € bem conhecido em ecossistemas insulares (ou
isolados), onde organismos que permanecem nessas comunidades simplificadas
tendem a apresentar maior amplitude de nicho ecoldgico quando comparados a
populacbes em comunidades ricas (TERBORGH et al., 1997; BRANDAO, 2002,
AMORIM et al., 2017).

Os efeitos da fragmentacéo e perda de habitat sobre assembleias de anuros séo
conhecidos, levando ao decréscimo em abundancia populacional e riqueza de espécies
em fragmentos isolados (FUNK et al. 2005) e a um incremento do nicho de espécies
generalistas que, consequentemente, ampliam sua distribuicdo, podendo até mesmo
substituir espécies mais especializadas (HADDAD & SAZIMA 1992; KATS & FERRER
2003). Espécies mais sensiveis a fragmentacdo podem ter desaparecido do PAD-DF,
visto a grande diferenca na riqgueza da comunidade presente na ESECAE (27 espécies;
BRANDAO & ARAUJO, 1998) contra quatro encontradas no PAD-DF (Boana
albopunctata, Dendropsophus minutus, Rhinella schneideri e Scinax fuscovarius),
Espécies pouco abundantes, especialistas, que requerem grandes area de vida, com
baixo poder reprodutivo e de dispersdo, devem ser as mais afetadas pela fragmentacao
e perda de habitat (FAHRIG, 2003) Acredito que as espécies mais vulneraveis as
mudancas na paisagem observadas entre a ESECAE e o PAD-DF ja foram extintas
localmente, visto que a sistematica substituicdo da vegetacdo nativa em detrimento
principalmente da agricultura no PAD-DF ja esta em curso desde a década de 80
(UNESCO, 2002).
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A disponibilidade de recursos, juntamente com a densidade populacional e a
competicao, estao relacionadas diretamente com a qualidade corporal (KIRK & GOSLET,
1994; SHINE & MADSEN, 1997; WIKELSKI & TRILLMICH, 1997), ou seja, quanto maior
a oferta de recurso de um local, maior a expectativa do estado nutricional dos individuos
ali presentes. Sendo que a oferta de recursos, nem sempre ocorre por uma melhor
qualidade do habitat, podendo estar relacionada com a diminuicdo da densidade

populacional e da competicdo, como o observado no PAD-DF.

6.4. Assimetria Flutuante

O indicio de Assimetria Direcional encontrado para B. albopunctata ndo tem
sugestdo nos estudos sobre a histéria natural da espécie e nem registro na literatura.
Porém, outros estudos mostraram a possibilidade de ocorréncia de assimetria direcional
(MALASHICHEV 2002; LINS 2013; ETEROVICK et al.,, 2016) ou lateralidade (DILL,
1977; BISAZZA et al., 1996) para algumas espécies de lagartos e anuros. Bufo bufo
apresenta uso assimétrico de membros do lado direito para retirar materiais estranhos
da cabeca e Rhinella marina tende a rotacionar para o lado esquerdo quando mergulha
(BISAZZA et al., 1996). As espécies de lagartos do Cerrado Gymnodactylus amarali
Cnemidophorus ocellifer apresentaram assimetria direcional (LINS 2013) e
Bokermannohyla saxicola apresentou assimetria direcional para o lado direito na tibia-
fibula e no fémur (ETEROVICK et al. 2016).

Essas evidéncias reforcam o entendimento do processo de lateralidade no
cérebro de diferentes espécies e grupos taxondmicos (BISAZZA et al.,, 1996). A
lateralidade pode estar relacionada a preferéncias de uso de um lado do corpo, como
também a padrdes de desenvolvimento e metamorfose, mas precisa ser corroborada por
outros estudos (ETEROVICK et al., 2016).

A presenca de leptocurtose também foi observada em outros estudos de
assimetria flutuante (ver EISEMBERG & BERTOLUCI (2016). N&o detectei assimetria
flutuante em nenhuma das duas populacbes de Boana albopunctata amostradas,
sugerindo que a espécie ndo sofre efeitos de instabilidade de desenvolvimento frente a
fragmentacao e perda de habitat e agentes contaminantes da area agricola. I1sso indica
a presenca de mecanismo epigenético que favorece a espécie ou que os niveis de
estresse ndo foram suficientes para causar a assimetria flutuante, ao contrario do
observado em estudos semelhantes (ver DELGADO-ACEVEDO & RASTEPO, 2008;
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COSTA & NOMURA 2015 e 2017). Além disso, a assimetria flutuante estd comumente
relacionada a estresse bioldgico de origem genética, geralmente associada a diminuigdo
da variabilidade genética de uma populacdo (PARSONS, 1992). Assimetria flutuante
associada a gargalos genéticos sdo esperados em ambientes fortemente fragmentados
e isolados (SARRE, 1996; LINS 2013), sendo um método simples, barato e eficiente para
mensurar o valor adaptativo de individuos expostos a situacdes estressantes (SARRE &
DEARN, 1991; SARRE et al., 1994).

Alguns estudos, apesar de detectarem assimetria flutuante e diferencas entre
locais com diferentes graus de distdrbios na paisagem, falharam ao tentar relacionar
essa assimetria com as alteracGes antropicas observadas (DELGADO-ACEVEDO &
RESTREPO 2008; EISEMBERG & BERTOLUCI 2016).

6.5.Relacdo entre as Mudancas na Paisagem e Estresse Bioldgico
em Boana albopunctata.

Os dois locais de estudo apresentam grandes diferencas. O Programa de
Assentamento Dirigido do Distrito Federal (PAD-DF) estd completamente
descaracterizado do original e fortemente suscetivel aos efeitos de fragmentacdo de
hébitat. A contribuicdo da perda de habitat, em particular a fragmentacdo, nas mudancas
fenotipicas em anuros sdo pouco conhecidas (DELGADO-ACEVEDO & RASTEPO,
2008), por ser um fendbmeno complexo que pode afetar diretamente populaces de
anfibios, através da eliminacdo de habitats favoraveis para reproducao e forrageamento
(TOCHER et al., 1997), modificacdo nas condi¢cdes microclimaticas que influenciam
processos fisiologicos (MARSH & PEARMAN, 1997) e ruptura na conectividade dos
habitats que afetam a dispersédo desse grupo (FUNK et al., 2005; BECKER et al., 2007,
BECKER et al. 2009) e indiretamente, por mudancas na abundancia de predadores,
parasitas, patdogenos e presas (LIPS, 1999). Ameacas aos anfibios envolvem alteracfes
tanto em habitats aquaticos quanto terrestres. A maioria das espécies usam 0S COrpos
d"agua s6 para reproducéo, de forma que o periodo que passam na agua representa
uma porcéo pequena de sua historia de vida (BEEBEE & GRIFFITHS, 2005; SANTORO
& BRANDAO 2014). Os anfibios possuem ampla distribuicio e habitos geralmente
cripticos e, como relativamente pouco se sabe sobre a sua histéria natural quando néo
estdo agregados nos corpos de agua, nao entendemos uma importante parte de sua
histéria natural, o que limita a conservacdo destes animais (LANNOO et al., 2005). O
motivo pelo qual sapos percorrem longas distancias é desconhecido, bem como as
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vantagens evolutivas disso, no entanto, esse conhecimento é necessario para maximizar
os esfor¢cos conservacionistas, identificando quais fragmentos sao requeridos pelos
anfibios (SZTATECSNY& SCHABETSBERGER, 2005).

Os impactos de estresse bioldégico podem variar de acordo com a espécie, devido
as diferentes necessidades ecologicas ou exigéncias ambientais, que definem a
sensibilidade do grupo aos efeitos da fragmentacdo (GEHRING & SWIHART, 2003).
Alguns autores ainda sugerem que ha grupos que podem, inclusive, alterar seus
comportamentos frente & fragmentagcédo, como forma de aproveitar ou lidar com seus
efeitos (ESTRADA et al.,, 1999; ONDERDONK & CHAPMAN, 2000; JEPSEN &
TOPPING, 2004), o que foi observado nos individuos de Boana albopunctata amostrados

na regido agricola do PAD-DF.

Normalmente, as espécies reagem de forma diferente a acdo de contaminantes,
de forma que a abundancia das espécies pode ser alterada, pois 0os gendtipos mais
suscetiveis podem ser eliminados devido aos impactos dos genotdxicos, elevando a taxa
metabdlica e a carga genética (GRISOLIA, 2005). Isso desencadeia relagbes de
competicdo e predacédo, podendo levar a extingao de espécies mais sensiveis (apenas
qguatro espécies observadas no PAD-DF contra 27 inventariadas na ESECAE).
Mudancas na alimentacdo, no comportamento predador-presa ou mudancas no
desenvolvimento (metamorfose ou desenvolvimento das gbdnadas) também podem
impactar a abundancia de espécies levando ao declinio. Todos esses fatores podem ser

observados pela acdo de agentes contaminantes (BOONE et al., 2005).

7. Conclusao

A alteracdo da paisagem, que leva a fragmentacéo e perda de habitat e o0 uso de
contaminantes agricolas no PAD-DF, néo influenciou no surgimento de alteracdes
citolégicas e nem na assimetria flutuante de Boana albopunctata, o que levou a rejeitar
as hipoteses de que haveria diferencas na proporcdo de alteracbes eritrociticas
nucleares e na estabilidade do desenvolvimento entre 0os organismos provenientes das

duas areas de estudo.

Para a condicéo corporal, a hipétese que haveria diferenca entre as populacdes
da ESECAE e do PAD-DF foi aceita. No entanto, o resultado foi o contrario do esperado,

pois os individuos do PAD-DF apresentaram qualidade corporal maior que os de Aguas
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Emendadas. Esse resultado pode ter sido causado pela simplificacdo do habitat e da
diminuicdo da riqueza de espécies, diminuindo também a competicdo e predacdo na

area mais alterada.

O indice de condicdo corporal, apesar de ter apresentado resultado contrério ao
esperado, foi eficiente na mensuragéo de diferencas entre populagdes, tendo em vista
gue o relaxamento ecoldgico pode ser visto como consequéncia de alteracdes na

paisagem original.

O fato de B. albopunctata ndo apresentar diferenca na proporgéo de alteracdes
citolégicas nem tampouco assimetria flutuante e estar com um estado nutricional superior
na area agricola sugere que esta espécie pode ndo ser um bom bioindicador de estresse
ambiental. Aparentemente, a espécie estd sobrevivendo bem frente as mudancas
ambientais do PAD-DF, chamando atencédo para o senso comum de que anuros sao
bons bioindicadores ambientais (VITT et al. 1990). Verificamos que nem todo anuro &
um indicador biolégico eficaz, e que esse senso comum carece de evidéncia (p.ex.
PECHMANN & WILBUR 1994).

Assim, é importante que estudos focando o estresse biolégico e ambiental em
anfibios considerem a realizacdo de experimentagdo em laboratério, onde seja
controlada a intensidade do estresse biolégico. Outras espécies observadas no PAD-DF
podem indicar se o padrdo encontrado neste estudo se repetem, bem como analises de
concentracdo de agrotoxicos e fertilizantes na dgua e nos tecidos corporais dos anuros
encontrados na area agricola, para poder compreender como 0 uso de contaminantes

agricolas afetam a qualidade de vida e sobrevivéncia doa anuros.
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