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RESUMO

A atual situacdo global dos anfibios requer a implantacdo de medidas eficientes de conservagéo
para minimizar ou estabilizar as taxas de declinios e/ou extin¢des. A conservagdo ex situ é uma
estratégia complementar a conservacdo in situ e é utilizada principalmente na reproducédo e
manutencdo de espécies ameacadas em cativeiro com a finalidade de criar bancos genéticos vivos
para possiveis reintrodugdes. Sabe-se que certas aptiddes podem ser perdidas apds multiplas
geracGes em cativeiro, gerando individuos mais adaptados ao ambiente cativo. Uma aptiddo
fundamental para a sobrevivéncia ¢ a funcdo locomotora, portanto, para um programa de
conservacdo ex situ, é importante saber se as capacidades de locomoc¢do e metabodlica de
individuos nascidos em cativeiros e individuos nativos sdo semelhantes. Com isso, 0 presente
estudo avaliou as capacidades locomotoras e metabdlicas de populacbes ex situ e in situ de
Ololygon alcatraz. Esta espécie € bromelicola, endémica da Ilha de Alcatrazes (SP) e esta
categorizada como Criticamente em Perigo nas listas de animais ameagados. O desempenho
locomotor foi medido por meio do deslocamento dos individuos, ap6s estimulacdo manual em
uma arena, e a capacidade metabdlica foi estimada por meio da medida da atividade maxima de
enzimas do metabolismo energético responsaveis pela producdo de energia para a atividade de
locomocdo. Os animais nascidos em cativeiro apresentaram maior resisténcia ao exercicio
guando comparados com os de natureza, percorrendo maiores distancias, saltando mais vezes e
despendendo mais tempo em exercicio, além de apresentarem maior atividade da enzima citrato
sintase. Os individuos provenientes de natureza demonstraram potencial para executar saltos mais
longos e apresentaram maior atividade da enzima lactato desidrogenase, a qual da suporte a este
tipo de exercicio. Estas diferencas parecem ser explicadas pela plasticidade fenotipica, decorrente
do ambiente em que os individuos foram criados durante o desenvolvimento ontogenético. Este
estudo evidenciou a necessidade de implantacdo de algumas medidas para evitar que tais
diferengas sejam fixadas em individuos nascidos em cativeiro e ndo comprometam sua
sobrevivéncia se forem translocados para a vida selvagem, subsidiando assim o programa de

conservacao ex situ da espécie.



Abstract

The current global amphibian situation requires the implementation of efficient conservation
measures to minimize or stabilize declines and extinctions rates. Ex situ conservation is a
complementary strategy to in situ conservation and is mainly used in captive breeding and
maintenance of endangered species for possible reintroductions. It is known that certain abilities
can be lost after multiple generations in captivity, generating individuals more adapted to the
captive environment. Locomotor function is a fundamental trait to survival, therefore, for an ex
situ conservation program it is important to know whether the locomotion and metabolic
capacities of captive born and wild animals are similar. Thereby, the present study evaluated the
locomotor and metabolic capacities of ex situ and in situ populations of Ololygon alcatraz. This
species is bromeligenous, endemic to the Ilha dos Alcatrazes (Brazil) and is threatened,
categorized as Critically Endangered on the IUCN and Brazilian red lists. The locomotor
performance was measured by manual stimulation of the individuals in an arena and the
metabolic capacity was estimated by measuring the maximum activity of enzymes responsible for
the production of energy for the locomotion activity. Captives born presented greater resistance
to exercise when compared to the wild ones, traveling greater distances, jumping more times and
spending more time in exercise, besides presenting higher activity of the enzyme citrate synthase.
Wild animals had the potential to perform longer jumps and presented greater activity of the
enzyme lactate dehydrogenase, which supports this type of exercise. These differences seems to
be explained by phenotypic plasticity, arising from the environment in which individuals were
created during ontogenetic development. This study evidenced the need to implement some
measures to avoid that such differences are fixed in captives born Ololygon alcatraz and do not
compromise their survival if they are translocated to the wild, thus subsidizing the species ex situ

conservation program.
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1. Introducéo

1.1. A crise dos anfibios

Declinios populacionais e extingdes de anfibios sdo uma realidade global e alvo de
preocupacdo de pesquisadores desde a década de 80 (CHANSON et al., 2008; HALLIDAY,
2008; MENDELSON, 2011). Tal preocupacao intensificou-se em meados dos anos 2000 ap6s 0s
resultados da Avaliacdo Global dos Anfibios (Global Amphibian Assessment), conduzida pela
Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN), quando 1% das espécies foram
consideradas oficialmente extintas, 32% listadas em alguma categoria de ameaca e 23% possuiam
deficiéncia de dados para avaliacdo. Além do mais, paralelamente a estes ndmeros e
independente das categorias de ameaca, 42% das espécies apresentavam declinio populacional
(CHANSON et al., 2008). As causas sao diversas tais como: perda de habitat, caca, doencas, acao
de espécies invasoras, contato direto e indireto com contaminantes ambientais e mudancas
climaticas (HALLIDAY, 2008). Esses fatores, agindo de forma sinergética ou isoladamente,
variam em presenca ou em intensidade de acordo com a localidade (BEEBEE; GRIFFITHS,
2005; GRANT et al., 2016; HALLIDAY, 2008; YOUNG et al. 2004). Embora a perda de habitat
seja sem davida a principal ameaca para a maioria das espécies (HALLIDAY, 2008), nas ultimas
trés décadas o fungo Batrachochytrium dendrobatidis foi o responsavel pela extin¢do de espécies
de anfibios, em diferentes partes do mundo (LIPS, 2016; YOUNG et al., 2004;).

Os anfibios constituem um grupo taxondmico diverso, com caracteristicas, como 0 seu
ciclo bifasico, que os tornam importantes para o funcionamento dos ecossistemas (COX et al.,

2008; HALLIDAY, 2008). Assim, medidas de conservacdo sdo aplicadas na tentativa de



minimizar ou estabilizar declinios e/ou extincbes das espécies (GRANT et al., 2016;
HOFFMANN et al., 2008).

A intervencdo deve aumentar de acordo com as ameacas as populacdes e, as vezes, sdo
necessarias estratégias complementares a conservacgdo in situ. Por meio da conservacao ex situ, a
extincdo de muitas espécies sujeitas as ameacas in situ podem ser evitadas (PAVAJEAU, 2005).
Esta estratégia é utilizada principalmente na reproducao e manutencdo de espécies ameacadas em
cativeiro com a finalidade de criar bancos genéticos vivos para possiveis reintroducdes
(BLOXAM; TONGE, 1995; COHN, 1988; GRIFFITHS; PAVAJEAU, 2008; PAVAJEAU,

2005).

1.2. Desafios da conservacao ex situ

O estabelecimento de populacbes vidveis para reintroducdo ainda € um desafio,
especialmente para os anfibios. Para garantir a sobrevivéncia dos individuos nascidos em
cativeiro ap6s uma reintroducédo e principalmente o estabelecimento dessas populacdes a longo
prazo, devem ser avaliadas as caracteristicas da vitalidade em cativeiro como, por exemplo, a
qualidade sanitaria, a variabilidade genética, a habilidade para deteccdo e fuga dos predadores,
assim como a capacidade de estabelecimento de territorios e de alimentagcdo (GRIFFIN et al.,
2000; GRIFFITHS; PAVAJEAU, 2008; KRAAIJEVELD-SMIT et al., 2006; SNYDER et al.,
1996).

Em cativeiro, a remocao das pressdes ecoldgicas naturais como a capacidade de suporte
ambiental e a presenca de predadores podem resultar em alta sobrevivéncia e geracdo de uma

prole numerosa. Por outro lado, certas aptiddes dos individuos podem ser perdidas apds mdaltiplas



geracOes em cativeiro (GILLIGAN; FRANKHAM, 2003; WOODWORTH et al., 2002). Isso
pode levar as populacbes estabelecidas em cativeiro a uma “selecdo artificial”, gerando
individuos mais adaptados ao ambiente cativo (ARAKI et al., 2007; KRAAIJEVELD-SMIT et
al., 2006). Caso isso ocorra, os individuos criados sob condi¢Ges controladas podem néo
sobreviver quando reintroduzidos em ambiente natural (KRAAIJEVELD-SMIT et al., 2006).
Programas de conservacao ex situ em diferentes paises tém resultado tanto em sucesso como em
fracasso apds a reintroducdo e as causas destes resultados muitas vezes ndo sdo evidentes
(BLOXAM; TONGE, 1995; GRIFFITHS;PAVAJEAU, 2008; PAVAJEAU, 2005).

Ha evidéncias de que o desempenho locomotor de anuros é afetado pelas condicbes
ambientais, além de haver grande variabilidade entre espécies e individuos (GOMES et al., 2009;
OTANI, 2011). A funcdo locomotora dos organismos é fundamental na captura de presas, na fuga
contra predadores, na busca e defesa de territorios, atividades importantes para sobrevivéncia
(BUCKLEY et al., 2005; HIGHAM; RUSSELL, 2010; IRSCHICK, 2000). Assim, é importante
conhecer se as capacidades de locomogdo e metabdlica de individuos nascidos em cativeiros e
individuos nativos sdo semelhantes, sendo este 0 objetivo do presente estudo. Com isso, espera-se
que os resultados obtidos tragam subsidios para eventuais a¢fes de reintroducdo conduzidas por

programas de conservagao ex situ.

1.3. Espécie de estudo
Ololygon alcatraz é uma espécie bromelicola, endémica da Ilha de Alcatrazes (com cerca
de 135ha) (BRASILEIRO, 2008). Devido a sua ocorréncia em &rea restrita e ameagas ao seu

habitat, ela esta categorizada como Criticamente em Perigo nas listas das espécies ameacadas de



extincdo do Estado de Séo Paulo, nacional e da UICN (Unido Internacional para Conservacao da
Natureza) (BRASILEIRO, 2008; BRESSAN et al., 2009; RODRIGUES; CRUZ, 2004). Apesar
de ameacada, a populacéo da espécie é considerada abundante na ilha (CINTHIA BRASILEIRO,
comunicacdo pessoal, 2017). Um dado importante sobre o historico da Ilha de Alcatrazes é que
até o inicio de 2013 a Marinha do Brasil executava treinamento de tiros no local, o que
representava uma forte ameaca as especies locais, visto que a ilha sofreu incéndios algumas
vezes, atingindo principalmente a vegetacdo ao redor da area dos alvos, inclusive nos bromeliais
(BATAUS; REIS, 2011). Atualmente, a ilha esta inserida em uma Unidade de Conservacao
(Reflgio de Vida Silvestre do Arquipélago de Alcatrazes), porém como existe a possibilidade de
visitacao publica no local, projeta-se um declinio da qualidade do habitat (BRASIL, 2016).

Sendo assim, em 2011, O. alcatraz foi submetida a um programa de conservagdo ex situ
na Fundacdo Parque Zoologico de Sdo Paulo, indo de encontro com uma das metas do Plano de
Acdo Nacional para a Conservacdo da Herpetofauna Insular Ameacada de Extin¢do (BRASIL,
2010). O protocolo de reprodugdo esta estabelecido desde 2012 e, em caso de necessidade
imediata, serd possivel aumentar o numero de individuos produzidos nestas condigdes.
Atualmente ha uma populagdo com cerca de 100 adultos de O. alcatraz mantida em cativeiro

nesta instituigao.



2. Material e Métodos

2.1. Procedéncia, animais experimentais e alojamento

A llha de Alcatrazes esta localizada no arquipélago de mesmo nome, no litoral norte do
Estado de Séo Paulo (Brasil), distante a cerca de 35km do continente (24°05°25”S e
45°41°00”W) e possui area aproximada de 135 ha (Fig. 1). Atualmente esta ilha esta inserida na
Unidade de Conservacdo Federal - Reflgio de Vida Silvestre do Arquipélago de Alcatrazes
(BRASIL, 2016), sob administracdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIio). A formacao vegetal presente na ilha é caracteristica do Dominio Mata
Atlantica, porém tipica de ambientes insulares com comunidades pequenas, isoladas do
continente, fragmentadas e interdependentes. A ilha é constituida por costdes rochosos,
formacdes rupestres, com mata densa de encosta predominante de mirtaceas e palmeiras
(BATAUS; REIS, 2011). As populaces de O. alcatraz estdo restritas aos bromeliais presentes na
ilha (BRASILEIRO, 2008).

As coletas para este estudo foram realizadas em marco e setembro de 2016 e os animais
foram transportados até a Fundagdo Parque Zooldgico de Séo Paulo (FPZSP) em potes plasticos
com o fundo preenchido com agua e vegetacdo para manter a umidade e para criar pontos de
fuga. Foram utilizados quinze individuos de Ololygon alcatraz coletados na Ilha de Alcatrazes
(doze adultos e trés juvenis) e quinze nascidos em cativeiro (dez adultos e cinco juvenis) (Figs.
2a e b). Foram considerados juvenis aqueles que apresentaram gonadas imaturas, ou seja,

quando n&o era possivel distinguir testiculos e ovarios durante a dissec¢éo.



Fig. 1: Localizacdo da Ilha de Alcatrazes (24°05°25”S ¢ 45°41°00”W) em relagdo ao continente e
representacdo de algumas formacGes vegetais presentes na ilha.
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Fonte: Google Earth (Acesso em Fev/2017) Foto: Caué Monticelli

Fig.2: (a) Individuo de Ololygon alcatraz proveniente de natureza e (b) nascido em cativeiro
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Foto: Cybele Lishoa Foto: Alessandra Souza




Os individuos nascidos em cativeiro sdo provenientes da populacdo ex situ mantida na
FPZSP. Foram selecionados individuos nascidos em diferentes periodos e anos (idade: 1 a 47
meses ap0s completarem a metamorfose) para obter variedade morfologica e etaria no grupo
amostral, de modo semelhante ao encontrado em natureza. Tanto os individuos coletados quanto
0s nascidos em cativeiro foram alojados e mantidos sob as mesmas condi¢des na FPZSP: adultos
em terrarios de vidro (45x45x60cm; Fig.3a) e juvenis em potes plasticos (12x18cm), ambos com
ventilacdo adequada e sem substrato. Agua ad libitum era fornecida em potes com vegetacio
(Fig.3b).

Fig. 3: (a) aquarios para alojamento dos individuos de O. alcatraz e (b) pote com agua e folhagens
para promover abrigo.
A

e g

Foo:bele Lisboa

Este estudo foi conduzido sob autorizagdo SISBIO n° 45822 e aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) em 18 de

novembro de 2015 (n°3291220815).



2.2. Medidas do desempenho locomotor

Para a medida do desempenho locomotor, cada individuo foi submetido a um teste de
salto em uma arena de 2 m de comprimento por 1,5 m de largura (Fig.4) (ZUG, 1978). A tomada
de dados foi realizada em um laborat6rio da FPZSP nos meses de marco e setembro de 2016. As
medidas foram realizadas entre as 8h e 12h, em condi¢des de temperatura ambiente variando
entre 24,4 e 26,5°C e a umidade relativa do ar entre 62 e 81%. Na arena 0s animais foram
estimulados manualmente a saltar até atingirem a exaustdo (quando ndo mais respondiam ao
serem colocados em decubito ventral). A cada salto era realizada uma marcacéo no solo (Fig.4b)
e, posteriormente, foi obtida a distancia entre cada uma delas com fita métrica. Assim, foi
possivel calcular a distancia do salto mais longo (representando a poténcia do maior esforco) e a
distdncia total percorrida (representando a resisténcia ao exercicio). Também foram
contabilizados o0 numero de saltos e o tempo despendido até a exaustdo (este ultimo

representando o tempo total de exercicio).

Fig. 4: (a) Arena em que os testes de salto foram realizados e (b) forma de estimulo manual para o salto e
marcacdo no solo

’ SO
Foto: Cybele Lisboa Foto: Natalya Lima
Apos 2 a 3 horas do término do experimento, os animais foram submetidos a eutanasia

com anestésico inalatério isoflurano (CFMV, 2013) e posteriormente congelados em freezer -
8



80°C. Como variaveis morfométricas foram medidas a massa corpérea (MC) e os comprimentos
rostro-cloacal (CRC), da tibia (CT), do fémur (CF) de cada animal com o auxilio de um
paquimetro (0,01 mm de precisdo).

Para os individuos coletados, a tomada de dados foi realizada em um intervalo de trés dias
apos a data de coleta para evitar possiveis mudancas nas caracteristicas fisiologicas decorrentes
da permanéncia em cativeiro (NAVAS; GOMES, 2001); em apenas um individuo o intervalo foi

de oito dias.

2.3. Tratamento das amostras de tecido e atividade enzimatica

Dos animais congelados, foram retirados todos os masculos da perna para a medida da
atividade maxima de enzimas do metabolismo energético, como uma estimativa do metabolismo
energético. As amostras de tecido muscular foram homogeneizadas em 9 volumes de tampdao
Imidazol-HCI-100mM (pH 7,0) contendo EDTA-2mM; NaF-20mM; PMSF- 1mM e Triton X-
100-0,1%; mantidas sobre gelo, em um homogeneizador tipo Turrax (Ultra Stirrer 80). A ruptura
das membranas mitocondriais foi efetuada por meio de sonicacdo utilizando um sonicador
UltraCleaner 800A (Unique Inc.). A partir deste processo foram obtidos os extratos brutos de
cada amostra, que passaram por uma dilui¢do adicional (1:10), com a mesma solug¢do tampao,
para entdo serem utilizadas no ensaio enzimatico.

Foram feitas medidas da atividade maxima das enzimas piruvato quinase (PK) e lactato
desidrogenase (LDH), ambas pertencentes a via glicolitica, e da citrato sintase (CS), pertencente
ao Ciclo de Krebs. Os ensaios enziméticos foram preparados em cubetas de quartzo para 700uL
com o0 uso de um espectrofotdbmetro Beckman DU-800 equipado com um controlador de

9



temperatura Peltier (Beckman-Coulter Inc.). Foram usados métodos baseados nas alteracdes de
absorbancia de NADH a 340nm (PK e LDH), ou DTNB a 412nm (CS), a 25°C, em condicdes de
saturacdo de substrato e ndo inibitorias, de acordo com as modificacGes feitas a partir de
Bergmeyer (1983) conforme a seguir:

- PK: Imidazol-HCI-100mM pH 7,0; MgCl, - 10mM; KCI -100mM; ADP-2,5mM; Fy gP,-
0,02mM; NADH-0,15mM; LDH-11,6U/mL; extrato bruto diluido (1:10); e substrato
fosfoenolpiruvato-2,5mM.

- LDH: Imidazol-HCI-100mM pH 7,0; DTT-5mM; NADH-0,15mM; extrato bruto diluido
(1:10); e substrato piruvato -1mM.

- CS: Tris-HCI-50mM pH 8,0; DTNB-0,1mM; AcetilCoA-0,214mM; extrato bruto diluido
(1:10); e substrato oxaloacetato -0,86mM.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados de atividade enzimatica,
obtidos das médias das duplicatas, foram expressos em micromol de substrato convertido em

produto, por minuto e por grama de tecido Umido, nas condi¢des do ensaio.

2.4. Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas pelo programa R v. 0.99.902 (RSTUDIO, 2016) e
pelo PAST v. 2.17 (HAMMER et al., 2001) A normalidade dos dados foi testada pelo método
Shapiro-Wilk, considerando P>0,05 como hipotese nula para uma distribuicdo normal.
Para verificar as diferencas morfométricas entre os grupos (cativeiro e natureza), foi
utilizado o teste t de Student com nivel de significAncia 0,05. Regressdes lineares simples foram

aplicadas para averiguar a correlacdo dos parametros morfométricos entre si (CRC, MC, CF e
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CT), com base na correlacdo de Pearson (r). Caso houvesse correlacdo, apenas um parametro
seria selecionado como co-variavel nos demais testes.

A Analise de Covariancia (ANCOVA) foi utilizada considerando a procedéncia do
individuo (cativeiro ou natureza) como varidvel preditora sobre os parametros de desempenho
locomotor (distancia total percorrida, nUmero de saltos, distancia do salto mais longo, tempo de
exercicio e velocidade) controladas pelo CRC (co-variavel). Primeiramente testou-se o efeito
aditivo de um fator sobre o outro e, na auséncia de interacdo, o modelo foi reduzido de acordo
com Engovist (2005).

Para verificar as diferencas nas atividades maximas das enzimas (PK, LDH e CS) entre os
grupos, foi utilizado o teste t de Student com nivel de significancia 0,05.

Em situacdes em que pretendia-se averiguar o efeito de determinado parametro sobre
outro, independente da procedéncia dos individuos, os dados foram analisados em conjunto.
Neste sentido, regressdes lineareas e correlacdo de Pearson (r) foram aplicadas para averiguar a
relacdo da atividade maxima das enzimas com o desempenho locomotor (CS com distancia total
percorrida, numero de saltos e tempo de exercicio; LDH com salto mais longo) e do desempenho
locomotor com os pardmetros morfométricos cabiveis (salto mais longo com comprimento do
fémur e da tibia).

Os resultados estéo expressos como média + desvio padréo.
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3. Resultados

3.1. Morfometria
Os individuos de cativeiro apresentaram comprimento rostro-cloacal (CRC) variando de
15,7 a 26,71mm (22,07 = 3,92mm) e os de natureza de 14 a 30,6mm (23,72+4,51mm) (Apéndice
- Tabela S1). O CRC médio dos dois grupos foi semelhante (t = -1,07; P=0,29).

A massa corpérea (MC) foi semelhante entre os animais de cativeiro e aqueles coletados
em natureza (t = -0,4; P=0,69), sendo que os individuos de cativeiro apresentaram uma média de
0,989 (+0,529g) de MC e os de natureza uma média de 1,069 (+0,55g). Os individuos de cativeiro
apresentaram menor tamanho do fémur e da tibia (CF:9,97+1,82 mm; CT=10,1 +0,45 mm)
quando comparados com os individuos de natureza (CF =11,64+2,14 mm; CT =12,7+2,55mm;
t=-2,31 e t = -3,23; respectivamente, em ambos P<0,01). Além disso, todos os parametros

morfométricos foram correlacionados entre si (Apéndice - Tabela S2).

3.2. Desempenho locomotor
Os individuos de cativeiro percorreram em média 200 cm a mais dos que os animais de
natureza (F1,7,=6,83; P=0,01; Tabela 1, Fig. 5). O CRC ndo tem influéncia na distancia total
percorrida (F 127,=2,28; P=0,14; Tabela 1).
Tanto o CRC quanto a procedéncia dos individuos influenciaram no nimero de saltos. O
CRC influenciou os dois grupos da mesma forma, porém em magnitudes diferentes: quanto maior
0 CRC, maior foi o numero de saltos (F127;=5,72; P=0,02), sendo que na média os individuos de

cativeiro realizaram onze saltos a mais do que os de natureza. (F127;=15,24; P<0,001). Tanto o
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CRC (F127=1,29; P=0,26) quanto a procedéncia (F12;=2,28; P=0,14) ndo influenciaram o salto

mais longo executado pelos individuos (Tabela 1, Fig. 6).

O tempo de exercicio também sofreu influéncia do CRC para ambos 0s grupos

(F127=4,96; P=0,03); contudo, a diferenca nas médias é explicada pela procedéncia dos grupos

(F127=17,65; P<0,001). Os individuos de cativeiro aguentaram mais tempo em exercicio do que

aqueles capturados na natureza, em media 86 segundos a mais. Tanto o CRC (F; 27=1,16; P=0,69)

quanto a procedéncia (F12;=3,54; P=0,07) ndo influenciaram na velocidade do deslocamento em

ambos os grupos (Tabela 1, Fig 6).

Tabela 1: Resultados da andlise de covariancia entre a procedéncia de individuos de Ololygon alcatraz (cativeiro
ou natureza, n=15 em cada grupo) sobre os pardmetros de desempenho locomotor controladas pelo comprimento

rostro-cloacal (CRC)

Parametro do desempenho

Média dos Grupos

Resultados ANCOVA

locomotor Cativeiro Natureza Procedéncia CRC Interaio
Coef. =-200,86
702,4 524,57 F.21=6,83 Coef. 21391 =373
s 3A . . [} [} 1,2779, —_ 1,267,
Distancia total percorrida (cm) +213.95 2077 P=0,01 F|152=7621’4218 P=0,06
Coef.=-11,00 Coef= 0.81
, 30 20,3 F1,7=15,24 T F126=2,28
NGmero de saltos +9.30 +6 88 P<0.001 F;ZB%ZZ P=014
Coef. = 10,35 Coef= 0.93
. 58,3 70,2 F127=2,28 T F126=2,28
Salto mais longo (cm) +12.74 2282 P=0.14 FI1:’2:7612(259 P=0,14
Coef. = -86,43 Coef. = 5.50
. 174,4 97,07 F1,7,=17,65 A F1.6=0,01
Tempo de exercicio (s) ‘ F1.27=4,96 D
+65,85 +51,24 P<0,001 P=0,03 P=0,1
Coef.= 2,26 Coef. = -0.06
. 4,5 6,7 F1_27:3,54 ' : o F1,2620128
Velocidade (cm/s) +1.92 +4.05 P=0.07 F|132:76%g1)6 P=0,60
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Fig.5: Distancia total percorrida pelos individuos de Ololygon alcatraz provenientes de cativeiro e de natureza. Os
valores representam a média e o desvio padrdo para n= 15 individuos em cada grupo. O simbolo * indica diferenca

significativa entre as médias dos grupos.
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Fig. 6: Relacgdo entre desempenho locomotor e comprimento rostro-cloacal (CRC) de individuos de Ololygon
alcatraz provenientes de cativeiro (n=15) e de natureza (n=15).
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O comprimento do fémur ndo influenciou o salto mais longo quando os individuos de
ambas as procedéncias foram analisados em conjunto (r=0,31; P=0,09). No entanto, o
comprimento da tibia apresentou uma correlacdo positiva com o salto mais longo (r=0,41;
P=0,03, Fig.7).

Fig.7: Relacdo entre comprimento da tibia e o salto mais longo de individuos de Ololygon alcatraz (n=30)
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3.3. Atividade enzimatica
A atividade maxima da enzima piruvato quinase (PK) foi semelhante entre os animais de
cativeiro e aqueles provenientes da natureza (59,2+25,7 e 67,4+32,1U/g tecido, respectivamente;
t = -0,77; P=0,44). Individuos coletados em natureza apresentaram maior atividade da LDH
(110,4+40,8U/g tecido), quando comparados com o0s nascidos em cativeiro (77,7+26,1 U/g
tecido; t = -2,61; P=0,01). Por outro lado, os individuos de cativeiro apresentaram maior
atividade da CS (6,0+£1,1 U/g tecido) em relacdo aos de natureza (4,2+1,0 U/g tecido; t = 4,56;

P<0,001) (Fig.8).

15



Fig.8: Atividade maxima das enzimas piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH) e citrato sintase (CS),
em U/g tecido, entre individuos de Ololygon alcatraz nascidos em cativeiro e coletados em natureza. Os valores
representam a média e o desvio padrdo para n= 15 individuos em cada grupo. O simbolo * indica diferenca
significativa entre as médias dos grupos.
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Existe uma correlacdo positiva entre a atividade da CS e 0s seguintes parametros de
desempenho locomotor: distancia total percorrida (r=0,38; P=0,04), numero total de saltos
(r=0,43; P=0,02) e tempo de exercicio (r=0,38; P=0,04) quando os individuos de ambas as
procedéncias sdo analisados em conjunto (Fig 9). Da mesma forma, a atividade da LDH esteve
positivamente correlacionada com o comprimento do fémur (r= 0,42; P=0,02) e da tibia (r= 0,45;
P=0,01), ndo havendo correlacéo entre esta enzima e o salto mais longo (r=-0,05; P=0,77; ver

também Apéndice - Tabela S3).
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Fig.9: Relagdo entre desempenho locomotor e atividade méxima das enzimas citrato sintase (CS) e lactato
desidrogenase (LDH) de individuos de Ololygon alcatraz nascidos em cativeiro e coletados em natureza (n=30).
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4. Discussao

4.1. Desempenho locomotor e atividade enzimatica

Os individuos de Ololygon alcatraz nascidos em cativeiro apresentaram maior resisténcia
ao exercicio quando comparados com os individuos de natureza, percorrendo maiores distancias,
saltando mais vezes e despendendo mais tempo em exercicio, além de apresentarem maior
atividade da enzima citrato sintase. No entanto, em relagdo a poténcia do salto, os animais de
natureza demonstraram potencial em executar saltos mais longos e apresentaram maior atividade
da enzima lactato desidrogenase. As populacdes de O. alcatraz de cativeiro e de natureza nédo
apresentaram diferencas em relacdo ao tamanho médio ou massa corporea, porém os individuos
de natureza apresentaram membros posteriores maiores (fémur e tibia) do que os de cativeiro.

As diferengas morfoldgicas e fisioldgicas encontradas entre os individuos provenientes
do cativeiro e da natureza de O. alcatraz provavelmente ndo sdo em decorréncia das
caracterisiticas genéticas entre as populacfes, uma vez que os individuos nascidos em cativeiro
utilizados no presente estudo sdo F1 (primeira geracao), ou seja, sdo filhos de animais coletados
em natureza. Sabe-se que as alteracbes genéticas fixadas em uma populacdo comecam a ser
evidenciadas ap6s multiplas geracfes (KRAAIJEVELD-SMIT et al., 2006) e ndo a curto prazo
como neste caso. Sendo assim, tais diferengas podem ser decorrentes dos efeitos da plasticidade
fenotipica ocorrida durante o desenvolvimento dos individuos. A plasticidade fenotipica é uma
resposta extremamente importante e comum apresentada pelos organismos frente as diferentes
condigdes ambientais a que sdo expostos, que pode ser expressa na morfologia, na fisiologia ou
no comportamento (FUSCO;MINELLI,2010). Estd claro que as condigdes dos ambientes
artificiais sdo muito diferentes dos naturais, sendo praticamente impossivel representa-los de
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forma fidedigna. Assim, é de se esperar que os individuos de Ololygon alcatraz criados em
cativeiro apresentem diferencas daqueles que se desenvolveram em natureza (McKECHNIE et
al., 2006; PORTUGAL ET AL., 2011).

Considerando que os membros posteriores sdo 0s principais responsaveis pela poténcia
do salto em anfibios (ZUG,1978), parece plausivel afirmar que o espaco em que os individuos de
O. alcatraz se desenvolveram e a auséncia de predadores foram os fatores importantes para as
diferencas encontradas no comprimento do fémur e da tibia entre os animais de cativeiro e de
natureza. Otani (2011) comparou populaces de anfibios provenientes de areas fragmentadas e
continuas e relatou que as variaveis fenotipicas associadas diretamente a locomocao (tais como
comprimento relativo do membro posterior e de cada parte deste membro) sdo influenciadas pela
paisagem. No caso de O. alcatraz, a restricdo de espaco aos animais de cativeiro e a auséncia de
predadores fazem com que eles ndo precisem realizar exercicios explosivos, tais como saltos
longos para fuga. Mesmo em uma comparagdo com grupos de vertebrados mais distantes, estudos
com roedores e frangos comprovam que existe um aumento significativo do tamanho da tibia
quando estes animais sdo submetidos a exercicios durante a fase inicial de desenvolvimento
(BIEWENER; BERTRAM, 1994; WALLACE et al., 2007; PORTUGAL et al., 2011). Esta
plasticidade fenotipica é favorecida pela prépria estrutura do tecido 6sseo que, durante grande
parte do ciclo de vida de um animal, permite um redimensionamento continuo dos 0ssos em
resposta aos estimulos mecénicos provocados pela contracdo muscular (PORTUGAL et al.,
2011).

O fato dos individuos de O. alcatraz mantidos em cativeiro terem apresentado maior

atividade da enzima citrato sintase (CS) parece explicar a maior resisténcia ao exercicio. A alta
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atividade de CS indica maior capacidade do metabolismo aerobio para a producdo de energia na
forma de ATP (HOCHACHKA; SOMERO, 2002) e que, portanto, parece desempenhar
importante papel no tipo de atividade fisica mais sustentada nos animais de cativeiro. Esta maior
atividade aerobia dos musculos esqueléticos de animais de cativeiro em comparagcdo com aqueles
provenientes da natureza pode ser um indicativo da adaptacdo ao exercicio moderado realizado
cronicamente (COUTINHO, 2004). Em observacdes diarias nos recintos de O. alcatraz mantidos
na FPZSP, durante 0 manejo para alimentacdo e limpeza dos aquarios, € notavel que os
individuos mais velhos criados em cativeiro normalmente caminham ou dao pequenos saltos
dentro dos aquarios (como em exercicio moderado), efetuando apenas eventualmente saltos
explosivos mais longos. Ainda sobre estas caracteristicas do comportamento locomotor, também
é evidente notar que os individuos recém-metamorfoseados nascidos em cativeiro apresentam
saltos mais explosivos e longos, assim como individuos juvenis e adultos coletados em natureza.
Os resultados referentes a enzima lactato desidrogenase (LDH) completam essa linha de
raciocinio. Os animais de natureza apresentaram maior atividade da LDH comparados com os de
cativeiro. A maior atividade desta enzima indica uma maior capacidade do metabolismo
glicolitico para a producdo anaerdbia de ATP nos musculos esqueléticos (HOCHACHKA,;
SOMERO, 2002). Dessa forma, os individuos de O. alcatraz provenientes da natureza sdo mais
propensos ao metabolismo glicolitico anaerdbio que os animais de cativeiro. Apesar de ndo ter
sido confirmado no conjunto de dados deste estudo, provavelmente devido ao numero amostral
reduzido, os individuos de natureza apresentam potencial para executar saltos mais longos em
comparacdo com 0s animais de cativeiro (ver Fig. 6). Isto se relaciona, de certa forma, com as

caracteristicas bioquimicas dos musculos apontadas e também com as caracteristicas estruturais,
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uma vez que animais de natureza possuem membros posteriores maiores do que os de cativeiro,
sendo este um indicio de capacidade em realizar saltos mais potentes (ZUG,1978; JAMES et al.,
2007). Nos individuos de O. alcatraz, o comprimento da tibia influenciou de forma positiva o
salto mais longo e tais constatacdes, associadas a alta atividade da LDH, fornece suporte a esta
idéia. Provavelmente, a necessidade constante de fuga contra os predadores presentes na ilha
(BRASILEIRO; OYAMAGUCHI, 2006) deve levar os animais a uma mudanca fenotipica mais
propensa a atividade por saltos de maior poténcia sustentado por metabolismo glicolitico

anaerdébio.

4.2. ImplicacGes para a conservacao ex situ

As diferencas morfologicas, comportamentais e fisiologicas associadas ao desempenho
locomotor encontradas entre os animais de cativeiro e natureza podem ser decorrentes da
influéncia do ambiente em que foram expostos durante o desenvolvimento ontogenético. Estes
resultados ndo devem ser interpretados como algo que compromete 0 programa de conservacao
ex situ, mas sim que devem ser levados em consideracdo para promocdo de ajustes importantes
para o caso de soltura e refor¢co populacional in situ.

Os animais criados em cativeiro sdo mais resistentes ao exercicio e isso pode lhes
proporcionar maior longevidade. Coutinho (2004) encontrou um efeito positivo no sistema
imunoldgico de roedores envelhecidos submetidos cronicamente a exercicios moderados. Essa
caracteristica pode ser benéfica para manutencdo de populacbes cativas, porém, quando a
reintroducdo € prevista, deve ser priorizado um melhor preparo para fuga contra predadores, uma
vez que essa condicdo € essencial para a sobrevivéncia em natureza (KRAAIJEVELD-SMIT et

al., 2006). Com base nos resultados deste estudo, é possivel afirmar que a fase de soltura seja o
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ponto crucial para solucionar este problema. Sendo assim, 0s animais nascidos em cativeiro
podem ser liberados ainda na fase larval ou pos-metamorfica para evitar que tais diferencas sejam
expressas nestes individuos quando adultos, uma vez eles irdo se desenvolver em condicdes
naturais. Bloxam e Tongue (1995) afirmaram que a melhor fase para soltura é a larval, pois
acreditam que a finalizacdo da metamorfose em natureza garante que o desenvolvimento dos
padroes comportamentais seja mantido. Nesta mesma linha, Germano e Bishop (2008)
mencionaram que liberar ovos ou juvenis € mais benéfico do que adultos, pois assim 0s
individuos nao terdo tempo suficiente para desenvolver fortes associagdes com o local de origem.

Embora as diferencas observadas em relacdo a poténcia do salto entre as populacdes
cativa e nativa sejam desencadeadas pelas condi¢des ambientais, elas estdo sob controle genético
e podem ser adaptativas se selecionadas ao longo de muitas geracGes (VIA;LANDE,1985;
KRAAIJEVELD-SMIT et al., 2006). Kraaijeveld-Smit et al. (2006) observaram que a resposta
anti-predador em girinos de Alytes muletensis comeca a ser degenerada apds 9 a 12 geragcdes em
cativeiro, tendo como evidéncias tanto mudancas morfoldgicas quanto genéticas. Com isso, é
importante que algumas medidas sejam implantadas aos animais nascidos em cativeiro para
evitar esta “selecdo artificial”, tais como submeter os mesmos a exercicios que estimulem a
realizarem saltos longos durante a fase de crescimento e elaborar um treinamento anti-predacao
(GRIFFIN et al., 2000). Além disso, enquanto a populacdo nativa estiver estavel, é interessante
de tempos em tempos coletar novas matrizes para cruzar com a populacgéo cativa. Considerando
que o programa de conservacdo ex situ de Ololygon alcatraz é uma proposta a longo prazo, o

presente estudo evidenciou a necessidade de adocdo de medidas para evitar a fixacdo de
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caracteres que possam comprometer a sobrevivéncia de individuos nascidos em cativeiro se

forem translocados para a natureza.

a)

b)

d)

5. Conclusdes

A JUnica diferenca na morfologia observada entre os individuos de Ololygon alcatraz
oriundos de natureza e de cativeiro foi o comprimento da perna, que foi maior em
individuos de natureza.

Os individuos nascidos em cativeiro percorreram maiores distancias, saltaram mais vezes
e despenderam mais tempo em exercicio do que os de natureza. Também apresentaram
maior atividade da enzima citrato sintase, indicando maior capacidade do metabolismo
aerdbio para a producdo de energia na forma de ATP.

Os individuos provenientes de natureza tiveram maior atividade da enzima lactato
desidrogenase, que da suporte a exercicios explosivos, indicando maior capacidade do
metabolismo glicolitico para a producéo anaerdbia de ATP.

As diferencas observadas entre 0s grupos de natureza e de cativeiro podem ser explicadas
pela plasticidade fenotipica, decorrente do ambiente em que os individuos foram criados

durante o desenvolvimento ontogenético.
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Apéndice

Tabela S1: Médias morfométricas comparativas de individuos de Ololygon alcatraz nascidos em cativeiro e

coletados em natureza

Grupo Cativeiro (n=15)

Grupo Natureza (n=15)

Parametro : - — - : — Teste t
Shapiro-Wilk Média Shapiro-Wilk Média
Comp. Rostro- W=0,88; p=006 2207392 W=093;p=031 23,72+451 t=-107;p=029
Cloacal (mm)
Massa Corpérea (g) | W=0,90; p=0,11  0,98+0,52 W=0,89; p=0,07 1,06+0,55 t=-0,4; p=0,69
Comp. Fémur (mm) | W=0,91;p=0,13 9,97+1,82 W=097;p=0,82 11,64+2,14  t=-2,31; p=0,03
Comp. Tibia (mm) Ww=0,96; p=0,67 10,1+0,45 W=0,97; p=0,86 12,7+2,55 t =-3,23; p=0,003

Tabela S2: Resultados da analise de regresséo linear e correlacdo entre os diferentes pardmetros morfométricos

dos individuos de Ololygon alcatraz (n=30).

Inclinacéo (a) Elevagdo (b) r P
Comp. Rostro-Cloacal x Massa Corporea 7,60 15,11 0,96 <0,001
Comp. Fémur x Comp. Tibia 0,78 1,85 0,93 <0,001
Comp. Tibia x Comp. Rostro-Cloacal 0,53 -0,73 0,89 <0,001
Comp. Fémur x Comp. Rostro-Cloacal 0,46 0,16 0,92 <0,001
Comp. Tibia x Massa Corp6rea 3,90 7,39 0,83 <0,001
Comp. Fémur x Massa Corpérea 3,56 7,16 0,89 <0,001

Tabela S3: Resultados da analise de regressdo linear e correlacdo entre a atividade maxima das enzimas lactato
desidrogenase (LDH) e citrato sintase (CS) com pardmetros de desempenho locomotor e morfométricos de

individuos de Ololygon alcatraz

Inclinacdo (a) Elevacao (b) r P

Desempenho locomotor

Distancia total x CS 0,002 3,636 0,38 0,04
N° de saltos x CS 0,064 3,477 0,43 0,02
Tempo de exercicio x CS 0,007 4,051 0,38 0,04
Salto mais longo x LDH -0,106 100,83 -0,05 0,77
Morfometria

LDH x comp. fémur 7,355 14,542 0,42 0,02
LDH x comp. tibia 6,671 18,046 0,45 0,01
CS x comp. fémur -0,108 6,25 -0,16 0,38
CS x comp. tibia -0,160 6,901 -0,29 0,12
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