Avaliacdo da influéncia de fatores associados a alteragdes
climéticas nas fases larvares de ra-verde (Pelophylax perezi)

As alteracdes climaticas tém um profundo impacto na biota, e os anfibios estdo entre as
espécies mais vulneraveis devido as suas caracteristicas Unicas, como a incapacidade
de manter uma temperatura corporal estavel e a elevada dependéncia de 4gua. Desta
forma, é crucial avaliar a influéncia que alguns fatores, potencialmente modificados com
as alteragGes climaticas, terdo em espécies de anfibios, nomeadamente nas vulneraveis
fases larvares. Com este objetivo, foram expostas larvas de Pelophylax perezi a
diferentes temperaturas (16, 20, 24, 28°C) e densidades populacionais (10, 20, 40, 80
individuos/L), analisando caracteristicas morfolégicas (e.g. tamanho) e biomarcadores de
stress oxidativo (glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase e
peroxidagdo lipidica) para avaliar a influéncia no estado antioxidante do organismo.
Como resultado, observou-se que comparativamente a temperatura mais baixa, a mais
elevada potenciou a velocidade de crescimento e o tamanho alcancado na fase de
desenvolvimento 25. Adicionalmente, na temperatura mais elevada, os niveis de
peroxidagdo lipidica foram reduzidos comparativamente aos niveis apresentados pelos
restantes grupos expostos. Para baixas densidades populacionais, 0s organismos
atingiram maiores comprimentos e apresentaram maior capacidade antioxidante. Os
resultados revelaram que parametros associados as alteracBes climaticas podem ter
impacto direto no desenvolvimento dos anfibios e nos mecanismos associados a

resposta fisioldgica a fatores de stress que poderdo, em Ultima andlise, diminuir o fitness.
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alteracdes globais e desenvolvimento sustentavel

D INTRODUGAO

As alteragBes climaticas tém sido uma crescente preocupacdo global. Estas englobam uma grande
variedade de fatores de stress (IPCC, 2014), sendo os mais importantes as mudanc¢as de temperatura
(Webb et al., 2008), os niveis elevados de CO2 atmosférico (IPCC, 2007) e o aumento da frequéncia e
intensidade das secas e das cheias extremas (Barnett et al., 2005; Milly et al., 2005).

Embora os efeitos das alteracdes climaticas sejam observados a nivel mundial, estes ndo serao distribuidos
de igual forma, havendo sistemas a altas latitudes e altitudes que irdo experienciar algumas das maiores
taxas de aquecimento do planeta (Hassan et al., 2005; Woodward et al., 2010). Considerando a Europa
ocidental, ha evidéncias de que o padrdo da oscilagdo do Atlantico Norte (NAO), que controla a forca dos
ventos ocidentais e influencia a quantidade de calor advectado do oceano Atlantico, estd fortemente
relacionado com as flutuagbes da temperatura das correntes no inverno (Elliott, 2000). Adicionalmente, foi
demonstrado que a influéncia da NAO na temperatura da dgua dos rios chega até a Europa Central (Webb
e Nobilis, 2007; Webb et al., 2008) e, uma compilagdo de 12 modelos climéticos de simulacdo de padrdes
regionais de marés projetou uma diminui¢do de 10 a 30% na disponibilidade sustentavel de agua na Africa
do Sul, Sul da Europa, Médio Oriente e a parte oeste da América do Norte, até 2050 (Milly et al., 2005).
Estas alteracbes poderdo ter consequéncias consideraveis para os ecossistemas a nivel regional (Milly et
al., 2005). Adicionalmente, a flutuacdo da temperatura dos cursos de &gua de zonas sujeitas a grande
urbanizacdo tem vindo a mudar e a destruicdo da vegetacdo ripicola é um dos fatores de stress
antropogénico identificado como responsével por estas mudancgas (Krause et al., 2004; Nelson e Palmer,
2007). Um destes casos, consequéncia do dano continuo das zonas ripicolas por atividades relacionadas
com a agricultura, foi reportado para o rio Toikanbetsu (Japao) no qual foi registado um aumento de 6°C da
temperatura maxima da agua no verdo, num periodo de 42 anos (Nagasaka e Nakamura, 1999; Milly et al.,
2005). Em suma, os ecossistemas ripicolas e estuarinos sao especialmente vulneraveis as mudancas de
temperatura, pois sé@o relativamente isolados, fisicamente fragmentados e séo fortemente explorados pelo
Homem (Woodward, 2009).

O aumento da temperatura e 0s regimes de precipitacdo irregulares que tém vindo a ser observados
(Walther et al., 2002; Ou et al., 2015) séo responséaveis pela diminuicdo das massas de agua, o que leva ao
aumento rapido da densidade populacional animal nas mesmas. Assim, a alteracao dos fatores abidticos
em cima descritos sao caracteristicos das altera¢g8es climaticas, resultando em implicagBes profundas na
distribuicao e declinio das espécies, 0 que tem sido extensivamente revisto em diversos estudos (McCarty,
2001; Bellard et al., 2012).

Entre os vertebrados terrestres, os anfibios sdo relativamente vulneraveis aos efeitos das mudancas
climéticas, considerando a importancia que a humidade e a temperatura tém na sua biologia (Donnelly e
Crump, 1998; Iglesias-Carrasco et al., 2017). Os anfibios s@o animais ectotérmicos com pele altamente
permeavel e desprovida de estruturas protetoras (e.g. escamas e penas), ovos desprovidos de casca e
ciclos de vida complexos, normalmente com os estadios iniciais de desenvolvimento dependentes de meios
aquaticos (Duellman e Trueb, 1994). Adicionalmente, importantes aspetos da biologia de anfibios, como o

crescimento, desenvolvimento, alimentacdo e timing de hibernacdo e reproducdo serdo provavelmente
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afetados pelas alteragdes climaticas (Duellman e Trueb, 1994). Outro padrdo afetado pelas alteracdes
climaticas é a distribuicdo de anfibios, que é diretamente influenciada por padrées de chuva e temperatura
(Bickford et al., 2010).

Nas ultimas décadas, as populacdes de anfibios tém sofrido declinios e extingbes (Kiesecker et al., 2001). A
perda e fragmentacdo de habitat por atividades antropogénicas e alteracdes climaticas estdo entre as
causas conhecidas para o subito declinio nas populacdes de anfibios (Blaustein et al., 2010; Jaime et al.,
2018). Neste contexto, as larvas séo especialmente vulneraveis quando comparadas com os adultos, pois
sdo altamente dependentes de massas de agua, cuja qualidade pode influenciar o seu fithess, essencial
para a metamorfose e sobrevivéncia. Adicionalmente, para a maioria das espécies, as larvas, ao contrario
dos adultos, estdo confinadas a ecossistemas aquaticos e, por isso, especialmente suscetiveis a
temperatura, qualidade da agua e alteracdes na densidade populacional. Esta pode ser resultante das
alterac6es climaticas a nivel regional, nomeadamente a mudanca dos padrdes de chuva que, de acordo
com projec8es climaticas ird ocorrer no Sul da Europa (IPCC, 2014). Sendo os anfibios simultaneamente
predadores e presas, torna-se plausivel assumir a influéncia das altera¢ées climéticas na disponibilidade de
alimento, que, em Ultima instancia, perturbardo relagbes predador-presa e intera¢cdes competitivas, que

podem alterar a estrutura da comunidade (Blaustein et al., 2010).

Apesar da abordagem classica extensiva na identificacdo das respostas fenotipicas induzidas pelas
alteracdes climaticas (Blaustein et al., 2001; Walther et al., 2002), escasseiam estudos que avaliem as
respostas fisiologicas induzidas por estes fatores de stress. E também crucial encontrar ferramentas que
permitam avaliar a importancia que as alteracdes da temperatura e da densidade populacional, resultantes
das alteracdes climaticas, tém na fisiologia dos organismos sujeitos a estas situagBes de stress. As
sinergias com outros fatores de stress podem aumentar os efeitos das alteragdes climaticas. Por exemplo, o
impacto da eutrofizagdo e de toxinas podem ser exacerbados pelas secas durante o verdo, traduzido pelo

aumento das concentra¢c@es destes contaminantes (Woodward et al., 2010).

A atividade do sistema de defesa antioxidante, observada através da determinacdo da atividade enzimética
de enzimas como a catalase, a glutationa peroxidase e a superdxido dismutase, € uma das ferramentas
normalmente usada para avaliar o stress ambiental induzido e o seu impacto biol6gico (Valavanidis et al.,
2006). Estas enzimas, como foi descrito por van der Oost et al. (2003), tém funcbes antioxidantes que
permitem ao organismo tolerar niveis basais de espécies reativas de oxigénio (ROS). Os ROS séao
produzidos naturalmente pelo metabolismo celular, em resposta a fatores ambientais e a exposicao a
toxicos naturais e sintéticos (Davies, 2000; Birben et al., 2012). Este aumento pode ser causado por inducéo
direta ou indireta ou pela inibicdo do sistema de defesa antioxidante (Farombi et al., 2007; Marques et al.,
2011). Os ROS podem causar dano oxidativo nas proteinas, DNA e lipidos, podendo levar a apoptose e
senescéncia celular, o que por sua vez pode resultar no desenvolvimento de doencas (Mittler, 2002;
Colavitti e Finkel, 2005; Schieber e Chandel, 2014). Elevados niveis de ROS podem afetar processos
metabdlicos centrais como a glicélise e o metabolismo de aminoacidos e proteinas (Strydom et al., 2006). E,
portanto, importante avaliar a atividade das enzimas implicadas no sistema de defesa antioxidante como

indicadores de stress oxidativo.
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Neste estudo, pretendemos avaliar de que forma os fatores abiéticos podem influenciar o fitness e a defesa
antioxidante de estadios larvares de réa verde (Pelophylax perezi). Para isso, fatores abioticos relacionados
com alteracdes climaticas (como o aumento de temperatura e aumento da densidade populacional) foram
testados para avaliar o seu efeito no crescimento e tamanho das larvas e nos elementos do sistema de
defesa antioxidante glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRed) e glutationa-S-transferase
(GST). A peroxidacdo lipidica foi também avaliada através da determinacdo dos niveis de substancias
ativas de acido tiobarbitdrico (TBARS).

D MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido sob a supervisdo de um especialista acreditado para a realizacdo de
experiéncias com animais, seguindo as recomendacdes da Federacdo das Associacdes de Ciéncia
Laboratorial Animal (FELASA), e de acordo com as diretrizes europeias para a protecéo de animais usados

para fins cientificos (diretiva 2010/63/EU do Parlamento Europeu e do Conselho da Unido Europeia).

Organismo-teste

A ré verde (Pelophylax perezi) € um anfibio predominante na Europa e desempenha um papel essencial nos
ecossistemas. As suas larvas sdo importantes para as cadeias tréficas devido a sua resiliéncia, sendo,
ainda assim, sensiveis as alteragbes ambientais (e.g. poluicdo, fatores abibticos). Tendo isto em
consideracdo, bem como a sua abundancia, ampla distribuicdo e estado de conservacdo pouco
preocupante, de acordo com a Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN), esta espécie

foi escolhida como organismo-teste.

As massas de ovos de P. perezi foram recolhidas no estadio 8 de desenvolvimento (Gosner, 1960), num
lago localizado no campus da Universidade de Aveiro (40°38'04.4" N; 8°39'30.0" W) e imediatamente
transportadas para o laboratorio num recipiente de plastico. Os ovos foram individualizados e colocados em

meio FETAX (Dawson e Bantle, 1987) até ao inicio dos ensaios.

O teste de temperatura foi iniciado imediatamente e o teste da densidade populacional iniciou-se quando as
larvas atingiram o estadio 20 de Gosner (Gosner, 1960). As larvas submetidas a este Ultimo ensaio foram
mantidas em meio FETAX com pH (7,6 — 7,9), temperatura (20 + 1°C) e fotoperiodo (16 h-:8 hF)
controlados. O final dos ensaios foi planeado tendo como meta o estadio 25 de Gosner uma vez que, no
final deste estadio, as larvas apresentam alimentagdo autonoma (Gosner, 1960). Ao procedermos desta
forma, excluimos a alimentacao como um fator externo importante para o desenvolvimento. No final de cada
ensaio, o comprimento total das larvas foi registado e os animais foram sacrificados e armazenados a -80°C

para posterior analise bioquimica.

Ensaio de temperatura

Neste ensaio foram testadas 4 temperaturas: 16, 20, 24 e 28°C. Foram preparadas quatro réplicas, cada
uma contendo 20 ovos no estadio 8 de Gosner, que foram mantidos em frascos de 150 mL, com meio
FETAX e com pH (7,6 — 7,9) e fotoperiodo (16 h-:8 hE).
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O meio foi renovado de dois em dois dias até ao final do ensaio e a mortalidade foi registada diariamente.
Como os individuos dos diferentes grupos nao atingiram o estadio 25 de Gosner em simultaneo, a duragéo

destes ensaios variou de acordo com as temperaturas de exposigao.

Ensaio de densidade populacional

Para avaliar o efeito das diferentes densidades populacionais nas larvas de P. perezi, estas foram divididas
em quatro grupos com densidades populacionais de 10, 20, 40 e 80 larvas por litro (D10, D20, D40 e D80,
respetivamente). Os animais de cada grupo foram selecionados no estadio 20 de Gosner, e foram mantidos
em aquarios de 24 x 12 x 15 cm, com 1 L de meio FETAX. Este ensaio foi executado em condi¢des de pH
(7,6 — 7,9), temperatura (20 £+ 1 °C) e fotoperiodo (16 h-:8 hE) controlados. Elevadas densidades
populacionais levam a um aumento do consumo de oxigénio. Desta forma foi necessaria a instalagdo de um
sistema de arejamento para que o nivel de oxigénio dissolvido fosse o0 mesmo entre os grupos e réplicas. O

meio foi renovado de dois em dois dias e a mortalidade registada diariamente.

Biomarcadores de stress oxidativo

O stress oxidativo foi avaliado pela determinagdo das atividades enzimaticas de GPx, GRed e GST e a
extensdo do dano LPO foi avaliada através da medi¢cdo dos niveis de TBARS. Estes parametros foram
determinados utilizando a biomassa total de um conjunto de 10 organismos por réplica, de cada uma das

condi¢cdes testadas.

As amostras, que tinham sido prévia e individualmente congeladas em azoto liquido, foram
homogeneizadas em tampao fosfato (50 mM, pH 7,0 com 0,1% TRITON X-100) a 4°C. Os homogeneizados
foram centrifugados a 10 000 g por 10 min a 4°C e os sobrenadantes foram divididos em aliquotas, uma

para cada determinacéo, e armazenados a -80°C.

A atividade da GPx foi determinada de acordo com Flohé e Giinzler (1984), seguindo a oxidagdo de NADPH
a um comprimento de onda de 340 nm (coeficiente de extingdo molar! de 6,22 mM-1 cm?), quando a GSSG
€ reduzida de novo a GSH pela glutationa redutase. A atividade da GPx foi monitorizada usando peréxido
de hidrogénio (0,255 mM) e hidroperéxido de cumeno (0,7 mM) como substratos independentes,
correspondendo, respetivamente, a avaliagdo da glutationa peroxidase selénio-dependente e da glutationa

peroxidase total.

A atividade da GST foi determinada por espectrofotometria de acordo com Habig et al. (1974). A GST
catalisa a conjugacao do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobezeno (CDNB) com glutationa, formando um tioéter

(coeficiente de extingdo molar de 9,6 mM-! cm-1) que pode ser quantificado por absorvancia a 340 nm.

A atividade da GRed foi determinada por espectrofotometria, de acordo com Carlberg e Mannervik (1985).
Neste ensaio, a oxidacdo de NADPH, mediada pela GRed, foi monitorizada a 340 nm (coeficiente de

extingdo molar de 6,22 mM-1 cm-?).

A extenséo de dano de LPO foi medida pela quantificacdo de TBARS, de acordo com o protocolo descrito

por Buege e Aust (1978). Esta metodologia é baseada na reacdo dos subprodutos de LPO, como o

1 Coeficiente de extingdo molar: capacidade que uma mol de uma substancia possui em absorver luz a um determinado
comprimento de onda.
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malondialdeido (MDA), com o &cido tiobarbitirico (TBA). A quantidade de TBARS foi medida por
espectrofotometria, como determinagdo Unica, a um comprimento de onda de 535 nm (coeficiente de
extincdo molar de 1,56 x 10° M1 cm?) e os resultados foram expressos em nmol de equivalentes de MDA
por mg de amostra de proteina.

A determinacéo da concentracdo de proteina para cada réplica foi efetuada em triplicado, de acordo com o
método espectrofotométrico de Bradford (comprimento de onda = 595 nm) (Bradford, 1976) adaptado para

utilizacdo de microplaca.

Andlise estatistica

Com o objetivo de avaliar diferencas entre os valores obtidos para o comprimento, para a atividade das
enzimas antioxidantes e para niveis de TBARS entre os diferentes tratamentos foram efetuadas analises de
variancia (ANOVA) de um fator, seguida do teste de Tukey (Zar, 1999). Previamente, todos os dados foram
submetidos a um teste de normalidade e homogeneidade de variancias de forma a preencher os
pressupostos estatisticos. Quando esses requisitos ndo foram preenchidos, foi usado um teste nao

paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi escolhido o nivel de significancia de 0,05 para rejeitar a hipétese nula.

D RESULTADOS

Ensaio de temperatura

Neste ensaio foi registada uma taxa de mortalidade

abaixo dos 10% e ndo foram detetadas diferencas de 12,0
morfologia entre os grupos tratados. No entanto, houve . d
um impacto significativo no desenvolvimento das gg 115 i =
larvas, tendo as larvas expostas a temperatura mais Eg’ a =
baixa (16°C) demorado 20 dias a atingir o estadio 25 de %g o *
desenvolvimento, enquanto as larvas expostas a gé 105
temperatura mais elevada (28°C) atingiram o mesmo
estadio em 8 dias. As larvas expostas as temperaturas 10,0
16 20 24 28

intermédias, 20°C e 24°C, demoraram 13 e 12 dias,
Temperatura (°C)

respetivamente, a atingir o estadio 25 de desenvolvi-
- . FIGURA 1: Média do comprimento total dos girinos no
mento. Adicionalmente, foram encontradas diferencas  final do ensaio de temperatura. “a’, “b’, ‘¢’ e “d’
significativas (F = 58,206; df = 3: p < 0,001) entre representam diferengas estatisticas significativas (p <
R ' ' 0,05) entre grupos. As barras de erro representam 0
grupos expostos a diferentes temperaturas (Figura 1).  desvio padréo.
O comprimento corporal dos animais expostos a
temperatura de 16°C foi significativamente diferente do comprimento corporal dos animais expostos a
temperatura de 28°C. O tamanho méaximo atingido durante o periodo de crescimento dependeu, assim, da

temperatura.

Relativamente ao sistema de resposta ao stress oxidativo, ndo foram observadas diferencas significativas

nas atividades da GRed, GST, GPx selénio-dependente e GPx total entre os grupos tratados (Figura 2).
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Contudo, a quantificacdo de LPO apresentou diferencas significativas entre as temperaturas de 16°C e 28°C
(F = 6,546; df = 3; p = 0,007), revelando os animais expostos a temperatura de 16°C maiores niveis de LPO

comparativamente com os niveis do grupo exposto a 28°C.
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FIGURA 2: Valores médios de atividade de Gred (A), de GST (B), de GPx total (C), de GPx selénio-
dependente (D) e de TBARS (E) em girinos de P. perezi a temperaturas de 16°C, 20°C, 24°C e 28°C. As

7]

barras de erro representam o erro padréo. “a” e “b” representam diferengas estatisticas significativas (p <
0,05) entre diferentes grupos.

Ensaio de densidade populacional
O ensaio com diferentes densidades populacionais iniciou-se apos a eclosdo dos ovos (estadio 20) uma vez
gue antes deste estadio ndo existe movimentagcdo e a competicdo por espaco so6 existira fora do ovo. Todas

as larvas atingiram o estadio 25 de desenvolvimento 9 dias apés o inicio deste ensaio.

Marques et al. 2018  CAPTAR 7(1): 1-14 7



alteracdes globais e desenvolvimento sustentavel

Os individuos que atingiram maiores comprimentos

corporais foram encontrados nos grupos D10 e D40 13,2

(Figura 3). Contrariamente, os individuos do grupo e

sujeito a maior densidade populacional (D80) ‘g’é

apresentaram 0s menores comprimentos corporais ‘%5 128 [

do teste. Embora ndo tenham sido encontradas g% 12,6 [

diferencas significativas entre grupos, a densidade §§

populacional parece influenciar o tamanho das larvas 12,4

(Figura 3). 122 VL\

D10 D20 D40 D80

Ao nivel da atividade antioxidante, ndo se verificaram Densidade populacional

diferencas significativas para nenhuma das enzimas L _ .
FIGURA 3: Média do comprimento total dos girinos no

GRed, GST, GPx selénio-dependente e GPx total final do ensaio de densidade populacional. As barras

. - , - de erro representam o desvio padrao.

(Figura 4). A analise de TBARS também néo revelou P P

diferencas significativas entre os grupos tratados (Figura 4). No entanto, ha uma clara tendéncia para uma

maior atividade antioxidante e menores niveis de LPO em individuos de grupos submetidos a menores

densidades populacionais.

D DISCUSSAO

As populacdes de anfibios tém vindo a decrescer, com algumas das espécies a enfrentar extingdo nas
Ultimas décadas (Blaustein et al., 2010). Muita informacao tem sido reunida, relacionando o declinio das
populagdes de anfibios com as alteragfes climaticas (Kiesecker et al., 2001; Blaustein et al., 2010). No
entanto, até a data, ndo foi conduzido nenhum estudo que avalie a resposta fenotipica e fisiologica da ra-
verde ao eventual stress causado pelas alteracdes climaticas. Adicionalmente, os ensaios especificos
realizados neste estudo sdo pela primeira vez propostos e usados como ferramentas para avaliacdo de

stress causado por fatores relacionados com alteragfes climaticas.

As alteracdes climaticas provocam mudancas nos padrdes tipicos de variacdo de temperatura sendo, por
isso, um dos mais diretos fatores de stress em animais ectotérmicos, como o caso das ras. Aliado a este
parametro, a densidade populacional pode ser diretamente influenciada pela seca que é indissociavel dos

niveis de precipitacédo (Parris e Semlitsch, 1998; Gervasi e Foufopoulos, 2008).

O crescimento das larvas esta, de facto, relacionado com a temperatura, considerando intervalos
especificos para cada espécie (Smith-Gill e Berven, 1979; Harkey e Semlitsch, 1988). Ainda assim, tem sido
descrito que as temperaturas baixas atrasam mais a diferenciacdo do que o crescimento, aumentando a
duracédo de cada estaddio e o tamanho estadio-especifico (Smith-Gill e Berven, 1979). No entanto, estas
observag8es foram feitas em animais perto de completar a metamorfose, ou até mesmo ja metamorfizados,
enquanto o presente estudo usou apenas animais até ao estadio 25. Neste caso, durante as primeiras fases
do desenvolvimento, sem ingestdo de alimento, as larvas beneficiam de temperaturas mais altas,
apresentando maiores comprimentos no estadio 25, que podem, em Ultima instancia, resultar numa

melhoria da sua adaptacéo ou fitness (Crespi e Warne, 2013).
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FIGURA 4: Valores médios da atividade de Gred (A), de GST (B), de GPx total (C), de GPx selénio-
dependente (D) e de TBARS (E) em girinos de P. perezi a densidades populacionais de 10, 20, 40 e 80
girinos.L1. As barras de erro representam erro padréo.

No que diz respeito as enzimas do sistema de defesa antioxidante, embora ndo tenham sido observadas
diferencas significativas, 0os animais maiores (expostos a temperaturas mais elevadas) apresentaram
menores niveis de LPO comparativamente aos animais mais pequenos (expostos a temperaturas mais
baixas). Adicionalmente, as atividades enziméticas apresentam, geralmente, o mesmo padrdo: larvas
expostas a temperaturas mais elevadas apresentam niveis de atividades enzimaticas mais elevados
comparativamente as larvas dos grupos expostos a temperaturas mais baixas. A Unica excecdo a esta

tendéncia foi registada para GPx total, onde se registou o comportamento oposto.
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Foram realizados alguns estudos sobre as respostas dos mecanismos antioxidantes ao stress térmico
(Pérez-Campo et al.,, 1990; Bagnyukova et al., 2003). No entanto, os resultados destes estudos nao
apontam para uma conclusdo consensual, uma vez que diferentes espécies apresentam diferentes

respostas ao stress térmico.

Considerando que os niveis de ROS gerados estdo relacionados com o consumo de oxigénio e,
concomitantemente, com uma maior taxa metabdlica, pode ser esperado que a intensificacdo da respiracédo
a temperaturas mais elevadas possa resultar numa maior producdo de ROS (Bagnyukova et al., 2003). O
facto destes estudos terem sido conduzidos em animais adultos ao invés de larvas, pode ser a razao por
detrds destas diferencas. Por outro lado, tomando em consideragdo o acima mencionado sobre o
presumivel aumento da produgcdo de ROS a temperaturas mais elevadas, poderia ser expectavel uma
diminuicdo do risco de stress oxidativo a temperaturas mais baixas e tal ndo se verifica, pelo menos no caso
dos peixes (Malek et al., 2004). Adicionalmente, as variacdes de temperatura podem resultar em alteracdes
das atividades enzimaticas, o que aumenta a complexidade da resposta a este estimulo (Lushchak e

Bagnyukova, 2006).

Assim, a luz do padrdo observado neste estudo, parece plausivel assumir que temperaturas mais baixas
podem influenciar negativamente o desenvolvimento e o crescimento. Consequentemente, este facto pode
ter influéncia no fitness dos individuos desta espécie, considerando que o crescimento tem influéncia direta
na competicdo, isto é, animais maiores tém vantagem competitiva comparativamente aos mais pequenos,
uma vez que apresentam maior capacidade para escapar aos predadores (Tracy et al., 1993; Semlitsch et
al., 1999).

Os anfibios estdo entre as espécies mais sensiveis & modificacdo de habitats (Justin et al., 2018). Ainda
assim, os girinos tém capacidade de resposta e adaptacdo a mudancas repentinas de densidade
populacional. Estes podem, por exemplo, evitar a morte quando um lago ou charco seca acelerando a
metamorfose (Richter-Boix et al., 2004). Altas densidades populacionais podem ser interpretadas pelas
larvas como uma ameaca e isso pode acelerar a metamorfose, levando assim a que os animais atinjam este
estadio com tamanhos mais reduzidos (Richter-Boix et al.,, 2004). Este é um exemplo classico da
capacidade de adaptacdo e plasticidade em organismos com um ciclo de vida complexo (Newman, 1992;
Gotthard e Nylin, 1995). A capacidade de adaptacéo e plasticidade reconhecidas nos girinos ndo foram
visiveis no presente estudo e isso deve-se provavelmente a curta duracdo do ensaio uma vez que estes
animais apenas demoraram 9 dias a atingir o estadio 25. Nao foram observadas diferenc¢as significativas na
morfologia e crescimento das larvas expostas as diferentes densidades populacionais testadas.
Contrariamente, outros estudos sugerem uma tendéncia para girinos, mantidos a baixas densidades
populacionais, aumentarem o comprimento das suas caudas e 0s sujeitos a baixos volumes de agua para

aumentarem o tamanho e musculo das suas caudas (Kehr et al., 2014).

No entanto, no presente estudo verificou-se uma tendéncia para animais expostos a densidades
populacionais mais baixas atingirem maiores tamanhos, quando comparados com animais expostos a altas
densidades populacionais. Estas mudancas nas densidades populacionais podem ser introduzidas pela
seca de lagoas, pocas ou charcos e/ou pela introducao de outras espécies competitivas, levando a uma

potencial competicdo intra e interespecifica (Parris e Semlitsch, 1998; Smith, 2006). De facto, a seca de
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pequenos lagos e pocas esta identificada como a maior causa de mortalidade larvar em ambientes

aquaticos temporarios ou permanentes (Alvarez e Nicieza, 2002).

Na vasta maioria dos casos, a perda de agua nos lagos esta relacionada com a temperatura (Newman,
1989; Tejedo e Reques, 1994). Adicionalmente, a perda de agua nos lagos aumenta a variacéo termal diaria
(Wilbur, 1990). Existe um compromisso entre hidro-periodos estaveis e predacdo quando os anfibios
escolhem um lago para se reproduzirem. Por um lado, lagos estaveis providenciam a quantidade de agua
necessdria para o desenvolvimento larvar até a metamorfose mas apresentam altos niveis de predacédo
(Roth e Jackson, 1987). Por outro, lagos temporarios apresentam menores niveis de predacao, mas podem
secar antes de as larvas atingirem a metamorfose (Roth e Jackson, 1987). Estes fatores encontram-se

sempre associados, influenciando os padrdes de desenvolvimento e crescimento.

Assume-se que densidades populacionais mais altas podem ter uma forte influéncia em larvas a partir do
estadio 25 até a metamorfose, dado o aumento da competi¢cdo pela procura de alimento. Em especial, em
comunidades de larvas de anfibios anuros, uma alta densidade populacional aumenta a competicao
resultando em animais com tamanhos mais reduzidos na metamorfose (Brockelman, 1969; Maciel e Junca,
2009). Adicionalmente, a disponibilidade de alimento tem um impacto direto no estado oxidativo dos
animais, uma vez que a sua dinamica alimentar sofre alteragées com a competicdo (Beaulieu e Costantini,
2014). No entanto, esta explicacdo ndo pode corroborar os resultados do presente estudo, considerando
gue estes ilustram a resposta a este fator de stress antes de as larvas atingirem a transi¢éo para a fase em

gue se alimentam livremente.

Crump (1981) sugeriu uma interpretacdo alternativa para este problema considerando que, sob condi¢cfes
de grande densidade populacional, os individuos provavelmente gastam mais energia a evitar o choque e 0
stress associado, levando a um crescimento mais reduzido e a uma menor massa corporal. Uma alta
densidade populacional pode, de facto, induzir stress nas comunidades submetidas a este fator, e isto pode
também ser refletido nos parametros fisiolégicos e metabdlicos, tal como os resultados de LPO parecem
indicar. Adicionalmente, apesar de ndo terem sido encontradas diferengas estatisticas significativas entre os
grupos de larvas, era esperado que esta condicdo fosse ameacadora para P. perezi uma vez que é

conhecida pela sua alta dependéncia de agua (Marques, 2011).

Finalmente, uma vez que as consequéncias das alteracdes climéaticas a nivel global sdo evidentes, é
urgente avaliar a sua influéncia nos organismos ao nivel individual e populacional. Neste estudo pretendeu-
se compreender melhor a influéncia de alguns fatores, previsivelmente modificados com as alteracdes
climaticas, no fitness individual de organismos suscetiveis aos mesmos, integrando biomarcadores de stress
oxidativo e parametros morfolégicos. Em geral, sugere-se que os estadios larvares de P. perezi,
particularmente a sua morfologia, séo influenciados por condicdes abidticas extremas. Assim, considerando
a importancia que as fases larvares tém no fitness e sobrevivéncia dos anfibios adultos, € plausivel que as
diferencas observadas possam comprometer o fitness dos organismos adultos e, consequentemente, alterar

algumas dindmicas nos ecossistemas.
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