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Resumo

Nas ultimas décadas tem-se verificado o desaparecimento de muitas espécies de anfibios a um
ritmo elevado. As condi¢des ambientais tém especial importancia por influenciarem o
crescimento e a sobrevivéncia destes animais. Os modelos relativos as alterages climaticas
prevéem que o aumento da temperatura global esteja associado ao aumento de eventos
extremos como ondas de calor. Os impactos na dindmica dos corpos de dgua pouco profundos
podem ser severos, podendo provocar a subida da temperatura da dgua para valores para os
guais as comunidades ndo estdo adaptadas. Este estudo tem como objectivos avaliar os efeitos
de uma onda de calor e os efeitos da interaccdao entre a temperatura e a dieta no crescimento
e no desenvolvimento nos girinos e nas caracteristicas dos pés-metamorficos da ra-de-focinho-
pontiagudo, Discoglossus galganoi. Sdo testados 4 tratamentos térmicos: frio, quente,
aquecimento gradual e um que replica os efeitos de uma onda de calor, e 3 dietas: uma rica
em proteinas, outra pobre em proteinas e uma terceira, que possibilita a escolha entre as duas
dietas. Observou-se que temperaturas frias prolongam o periodo larvar e aumentam o
tamanho a metamorfose e temperaturas quentes aceleram o desenvolvimento a custa de um
tamanho menor. A dieta rica em proteinas acelerou o crescimento e o desenvolvimento e a
dieta pobre em proteinas provocou elevada mortalidade em temperaturas quentes. A onda de
calor teve efeitos negativos sobre os girinos que puderam escolher a sua dieta, efeitos esses
gquase totalmente compensados nos animais com uma dieta rica em proteinas. Este estudo
mostrou que as condi¢cdes do meio podem ser desfavoraveis em charcos onde os girinos
dependam apenas de plantas para se alimentarem, principalmente se a temperatura
aumentar. Mostrou também que ndo é vantajoso atrasar a época de reproducdo pois os
girinos podem ficar expostos a ondas de calor. Nesta situacdo uma dieta animal é crucial para
um rdpido crescimento e uma metamorfose com sucesso; contudo a presenca de
macroinvertebrados em habitats efémeros pode ser reduzida. Observou-se que os girinos ndo
optaram por ingerir uma dieta com maior qualidade, sugerindo que esta espécie ndo esta
adaptada as consequéncias de alteracdes repentinas da temperatura, nomeadamente, ondas

de calor.

Palavras-chave: Dieta, Discoglossus galganoi, Metamorfose, Temperatura, Onda de calor



Abstract

Amphibians are disappearing at an alarming rate in the last decades. Environmental conditions
are particularly important in this group of animals, influencing growth and survival. Current
models of climate change predict that the increase in global temperature will be associated
with an increase in frequency, intensity and duration of heat waves. Their impacts on the
dynamics of shallow bodies of water can be severe and may rise water temperatures to values
for which the individuals are not adapted. This study assesses the effects of a heat wave as
well as the combined effects of temperature and diet on growth and development of Iberian-
Painted-Frog, Discoglossus galganoi, tadpoles. Four temperature treatments: cold, warm,
gradual temperature rise and a heat wave and three diets: protein-rich, protein-poor and both
types presented together, allowing the choice between the two diets, were tested. Cold
temperatures extended the larval period and increased size at metamorphosis, while warm
temperatures accelerated the development at the cost of a smaller size. The protein-rich diet
accelerated growth and development, while the protein-poor diet caused high mortality in
warm temperatures. The heat wave had detrimental effects on the tadpoles that could choose
from among both diets; these effects were much weaker in the tadpoles that were fed a
protein-rich diet. This study showed that environmental conditions may be disadvantageous in
ponds where tadpoles depend mainly on plant-based diets, especially in the presence of
increased temperatures, a protein-rich diet could mitigate these effects, but the abundance of
macroinvertebrates in ephemeral habitats may be low. This study also showed that it is not
advantageous to delay the breeding season because tadpoles can be exposed to possible heat
waves occurring in early spring. In order to overcome the effect of heat waves, tadpoles could
theoretically increase the intake of protein-rich items. However, in our experiment, they did
not take that option, which is an indication that this species is not adapted to the

consequences of increasing temperatures.

Key-words: Diet, Discoglossus galganoi, Heat wave, Metamorphosis, Temperature



Introdugao

Os anfibios constituem uma parte significativa da biomassa de vertebrados em
ecossistemas florestais e em zonas humidas, sendo fundamentais para o funcionamento
destes ecossistemas devido ao seu papel como predadores e de presas (Burton e Likens, 1975;
Gibbons et al., 2006). Entre as ameacas principais a este grupo estdo a fragmentagdo dos
habitats, a poluicdo, as epidemias/doencas infecciosas, as espécies invasoras e as alteracdes
climaticas (Carey e Alexander, 2003). Como consequéncia destas ameacas, isoladas e em
grupo, nas ultimas décadas tem-se verificado o desaparecimento de muitas espécies de

anfibios a um ritmo acelerado (Stuart et al., 2004).

As condi¢des ambientais tém especial importancia para os anfibios por influenciarem
muito significativamente o seu crescimento e a sua sobrevivéncia (Scott et al., 2007). A
existéncia e a duragdo dos corpos de agua sdo caracteristicas do habitat determinantes para a
reproducdo dos anfibios (Hamer e McDonnell, 2008). O hidroperiodo - periodo de tempo
durante o qual as massas de dgua contém agua - influencia fortemente a estrutura e a
composi¢do das comunidades de anfibios (Wellborn et al., 1996; Werner et al., 2007), e pensa-
se que seja determinante na distribuicdo de muitas espécies (Rubbo e Kiesecker, 2005). O
regime de precipitacdo influencia a duragdo dos habitats aquaticos (Bonada e Resh, 2013) e,
consequentemente, a duracdo destes habitats (Rowe e Dunson, 1995). Outro factor que
condiciona a distribuicdo e diversidade dos anfibios a nivel global é a temperatura, uma vez
gue os anfibios sdo ectotérmicos, ou seja, ndo possuem mecanismos de termorregulacdo
eficientes, tirando partido do ambiente exterior para obter calor (Atkinson e Sibly, 1997; Vitt e

Caldwell, 2009).

Os modelos relativos as alteracdes climaticas prevéem que o aumento da temperatura
global esteja associado ao aumento da frequéncia, intensidade e duragdo de eventos
climaticos extremos (Easterling et al., 2000; Meehl e Tebaldi, 2004), como ondas de calor e
periodos de seca (Easterling et al., 2000; Jentsch et al., 2007). Algumas regides, como a bacia
mediterranica, serdo mais frequentemente sujeitas a ondas de calor (periodo de temperaturas
anormalmente elevadas) (Meehl e Tebaldi, 2004). O impacto destes eventos extremos na
dindmica dos corpos de agua pouco profundos pode ser elevado (Dokulil et al., 2010),
resultando na subida da temperatura da dgua para valores para os quais as comunidades ndo

estdo adaptadas, ou mesmo no desaparecimento precoce destes corpos de dgua.

O ciclo de vida de praticamente todos os anfibios inclui um estado larvar aquatico e
um estado adulto aquético e/ou terrestre (Wilbur, 1980). A transi¢cdo entre estas duas formas

ecologicamente diferentes ocorre durante a metamorfose (Pandian e Marian, 1985b), um
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processo que envolve uma série de transformagoes fenotipicas num curto espa¢o de tempo.
Durante a metamorfose, 6rgdos, membros e tecidos sdo reorganizados, resultando em
alteracbes morfoldgicas e fisiolégicas que permitem aos anfibios passar de um ambiente
aquatico para um ambiente terrestre (Castafieda et al., 2006). Factores ambientais como a
temperatura e a dieta podem influenciar a metamorfose, uma vez que afectam directamente a
producdo e/ou a sensibilidade dos tecidos a tiroxina — a hormona que controla a metamorfose,
promovendo a proliferacdo e a diferenciacdo das células e inibindo o crescimento (Denver,

1997; Kollros, 1961; Kupferberg, 1997; White e Nicoll, 1981).

Os animais com ciclos de vida complexos enfrentam periodos criticos para a
sobrevivéncia antes e durante a transicdo entre as formas de larva e de adulto (Arnold e
Wassersug, 1978). A dessecac¢do dos charcos tempordérios e a predacdo sdo importantes causas
de mortalidade das formas larvares de anfibios (Calef, 1973). Este risco de mortalidade
aumenta em fungdo do tempo despendido nos charcos, resultando num trade-off entre a
sobrevivéncia pré — e pés-metamarfica. Ao entrarem num novo habitat, a vulnerabilidade dos
recém-metamorfoseados é elevada devido a reduzida capacidade de locomoc¢do (Arnold e
Wassersug, 1978; Wassersug e Sperry, 1997). Por outro lado, hd também uma perda de
condicdo corporal, uma vez que, no caso das formas larvares de anuros, os individuos ndo se
alimentam durante a metamorfose, devido a transformagdo de um sistema digestivo adaptado
a dieta vegetal e/ou animal num sistema digestivo adaptado a uma dieta apenas de origem
animal (Downie et al., 2004). O tamanho do recém-metamorfoseado pode também ter
consequéncias importantes para a sua vida futura (Altwegg e Reyer, 2003; Alvarez e Nicieza,
2002a; Blouin e Brown, 2000; Semlitsch et al., 1988; Smith, 1987), pois este parametro, assim
como o peso, influenciam a sua sobrevivéncia. Por exemplo, corpos pequenos aumentam a
vulnerabilidade - os individuos ficam mais susceptiveis a dessecacdo, predagdo, competicdo,
infeccBes, escassez de alimento (Janzen, 1993). Assim, este pardmetro é determinante na
sobrevivéncia e no sucesso reprodutor do futuro adulto (Altwegg e Reyer, 2003). Desta forma,
é vantajoso que as formas larvares atinjam um estado limiar definido por um conjunto de
condicbes ecoldgicas e fisioldgicas (tamanho corporal, reservas lipidicas, capacidades
locomotoras minimas) no fim da metamorfose, para reduzir potenciais riscos (Alvarez e

Nicieza, 2002a).

Os girinos (formas larvares dos anfibios anuros) podem ser consumidores importantes
nos diversos habitats aquaticos onde sdo encontrados (Whiles et al., 2006). Durante décadas
pensou-se que 0s girinos eram maioritariamente herbivoros. Esta dedugao foi principalmente

devida a observacdo de conteudos estomacais, os quais exibiam normalmente material



vegetal; ao comprimento (longo) do seu intestino; e ao sucesso em criar girinos com uma dieta
vegetal (Alford, 1999; Wassersug e Hoff, 1979). No entanto, nenhum desses estudos
guantificou o que de facto terd sido assimilado pelos girinos (Evans-White et al., 2003).
Observacbes mais recentes de oofagia, carnivoria e necofragia sugerem que a maioria das
espécies estudadas apresenta uma dieta omnivora (Altig et al., 2007; Petranka e Kennedy,
1999; Schiesari et al., 2009), havendo tendéncia em alguns casos para o canibalismo (Crump,
1990). A plasticidade do comprimento do trato digestivo dos girinos pode indicar uma
consideravel variabilidade intra-especifica ao nivel da dieta (Horiuchi e Koshida, 1989), e,
possivelmente, a existéncia de preferéncias alimentares (Kupferberg et al., 1994).

A qualidade do alimento determina a quantidade que é necessdrio ingerir para atingir
uma determinada taxa de crescimento e, portanto, afecta o tempo despendido no forrageio
necessario para chegar ao tamanho critico para a metamorfose (Alvarez e Nicieza, 2002a), o
qual pode ser limitado pelo hiroperiodo dos corpos de agua (Nicieza et al., 2006). Alguns
estudos sugerem que dietas ricas em proteinas podem acelerar as taxas de crescimento e de
desenvolvimento (Nathan e James, 1972; Pandian e Marian, 1985a; Steinwascher e Travis,
1983), por actuarem sobre a tirdide (Kupferberg, 1997). Num estudo realizado com duas
espécies, Rana clamitans e Hyla chrysoscelis, observou-se que a quantidade de alimento
influenciou o crescimento de R. clamitans, independentemente do racio entre proteinas-
carbohidratos; contudo, nem a quantidade nem a qualidade do alimento tiveram qualquer
efeito no seu desenvolvimento (Steinwascher e Travis, 1983). Em H. chrysoscelis o crescimento
foi mais rapido com uma dieta com maior racio entre proteinas e carbohidratos, que também
acelerou o desenvolvimento. Este resultado sugere que a dieta dptima para as duas espécies
pode ser diferente (Steinwascher e Travis, 1983). Num outro estudo observou-se que girinos
de Discoglossus galganoi sujeitos a uma alimentacgdo rica em proteinas metamorfosearam-se
primeiro que os girinos com uma alimentacdo pobre em proteinas (Nicieza et al., 2006). Assim,
de um modo geral a dieta (na forma de quantidade e/ou qualidade) influencia o crescimento,

mas o seu efeito no desenvolvimento é mais variavel.

A temperatura é um dos factores ambientais com maior impacto no crescimento e no
desenvolvimento em ectotérmicos (Blouin e Brown, 2000; Orizaola e Laurila, 2009b; Pandian e
Marian, 1985b; Van der Have e Jong, 1996). A temperatura afecta essencialmente a taxa de
desenvolvimento dos girinos, enquanto a dieta afecta principalmente o seu crescimento
(Smith-Gill e Berven, 1979; Tejedo et al., 2010). Quando as temperaturas do meio sdo baixas, a
sensibilidade dos tecidos dos girinos a tiroxina diminui e os seus efeitos no desencadear da

metamorfose sdo inibidos (Kollros, 1961). Assim, temperaturas frias estendem o periodo larvar
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e aumentam o tamanho a metamorfose. Inversamente, temperaturas quentes aceleram o
desenvolvimento a custa de um tamanho menor (Alvarez e Nicieza, 2002a; Angilletta et al.,
2004; Atkinson e Sibly, 1997; Blouin e Brown, 2000; Pandian e Marian, 1985b; Van Der Have e
Jong, 1996). Como consequéncia desta plasticidade térmica, altera¢cdes da temperatura da
agua durante o periodo larvar podem modificar a sua duragdo, o processo de metamorfose, e
afectar a fisiologia, o desenvolvimento e a morfologia dos estadios mais avancados (Downie et
al., 2004; Nicieza et al., 2006; Walsh et al., 2008a, 2008b). Esta plasticidade térmica exibida

pelo tamanho corporal é designada como “the temperature-size rule” (Angilletta et al., 2004).

Wilbur e Collins (1973) propuseram um modelo, baseado na taxa de crescimento, onde
prevéem quando e a que tamanho a metamorfose deve ocorrer. Neste modelo, a
metamorfose deve ocorrer dentro de um determinado intervalo de tamanhos, sendo os
limites superior e inferior provavelmente determinados evolutivamente. O limite inferior pode
ser imposto pela sobrevivéncia do juvenil com menor tamanho e o limite superior pode ser
imposto pela duracdo do periodo larvar, a qual depende das condicbes do habitat
(disponibilidade de alimento, duracdo da fase alagada, etc.). Por exemplo, se as condi¢des do
meio (recursos tréficos abundantes) permitirem um rapido crescimento é provavel que os
girinos adiem a metamorfose para tirarem partido da oportunidade de entrar no meio
terrestre com tamanhos maiores. Por outro lado, se as condicdes do meio ndao permitirem um
rapido crescimento, o efeito da falta de recursos sobre o periodo larvar ird depender da altura
em que a reducdo desses recursos ocorreu. Assim, quando o habitat ndo é adequado, a
metamorfose vai ocorrer a partir do momento em que os girinos alcancam o tamanho critico;
por outro lado, se a escassez de alimento ocorrer no final do desenvolvimento, ird haver uma
reducdo do periodo larvar. Num estudo realizado com Rana temporaria observou-se que os
girinos sujeitos a periodos de escassez de alimento metamorfosearam-se mais cedo que os
girinos ndo sujeitos a escassez de alimento (Nicieza, 2000). Hensley (1993) realizou um estudo
com o objectivo de esclarecer se as taxas de desenvolvimento s3o fixas. Neste exemplo com
relas Pseudacris crucifer a dieta influenciou o tempo e o tamanho a metamorfose e o
desenvolvimento foi retardado entre os estadios Gosner (1960) 35-37; a partir desse
momento, independentemente de alteracdes no nivel do alimento, a idade a metamorfose
ndo variou. E possivel observar que existem resultados que suportam e outros que refutam os
modelos propostos, mas uma coisa é certa: existem mecanismos que regulam o crescimento e

o desenvolvimento e estes sdo altamente sensiveis as condi¢cbes ambientais (Rose, 2005).

A possibilidade de reducdo do periodo larvar em espécies que se reproduzem em

habitats efémeros pode conduzir a um aumento da fitness (Alvarez e Nicieza, 2002a). O
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aumento da temperatura da agua pode acelerar a taxa de desenvolvimento dos girinos,
aumentando as suas hipoteses de sobrevivéncia por diminuir a duragdo do periodo larvar. No
entanto, esta reducdo pode resultar em menores tamanhos pds-metamorficos (Abrams et al.,
1996) e num consequente decréscimo da sobrevivéncia dos juvenis (Blouin e Brown, 2000).
Retardar a metamorfose pode ser adaptativo se resultar numa maior fecundidade ou
aumentar a sobrevivéncia do adulto (Atkinson e Sibly, 1997; Stearns, 1992). A morfologia e a
capacidade locomotora dos juvenis podem assim variar entre individuos que foram expostos a
diferentes temperaturas durante o periodo larvar (Orizaola e Laurila, 2009a). Num estudo
realizado com Discoglossus galganoi mostrou-se que as condicdes do meio (temperatura e
dieta) durante o periodo larvar tiveram efeitos na performance locomotora por influenciarem
o tamanho corporal. Neste exemplo, observou-se que os tratamentos com temperaturas
elevadas e dieta pobre em proteinas deram origem a recém-metamorfoseados mais pequenos
gue, por sua vez, saltaram distancias menores quando comparados com os recém-
metamorfoseados maiores provenientes dos tratamentos com temperaturas moderadas ou

dieta rica em proteinas (Alvarez e Nicieza, 2002b).

Para além de afectar o tamanho corporal dos girinos e dos recém-metamorfoseados, o
meio ambiente pode influenciar o crescimento diferencial do corpo, dos membros posteriores
e da cabeca durante o desenvolvimento dos girinos (Emerson, 1986). A variacdo na forma
corporal pode reflectir-se no tamanho, na morfologia e na quantidade de reservas de energia
dos recém-metamorfoseados (Alvarez e Nicieza, 2002b; Blouin e Brown, 2000), afectando a
performance locomotora, o crescimento e sobrevivéncia dos juvenis (Wassersug e Sperry,
1977). O maior tamanho corporal confere vantagens predatdrias aos recém-metamorfoseados
(taxas de ataque mais eficazes, consumo de presas maiores), e proporciona-lhes, ainda uma
maior capacidade de salto (Cabrera-Guzman et al., 2013; John-Alder e Morin, 1990),
importante para a aquisicdo de alimento (Walton, 1988) e para a fuga aos predadores
(Wassersug e Sperry, 1977). Contudo, os custos de tamanhos larvares maiores ou de periodos
larvares menores podem ser manifestados em morfologias sub-éptimas nos estadios pds-
metamorficos e diminuir a performance locomotora (Alvarez e Nicieza, 2002b; Tejedo et al.,

2010).

Se o habitat for heterogéneo, permitindo o forrageio selectivo e a escolha de
microhabitat de acordo com preferéncias térmicas, é possivel que os girinos exibam algum
controlo sobre o seu tamanho e idade a metamorfose, decisivos na sua performance no meio
terrestre e na sua sobrevivéncia enquanto juvenis (Alvarez e Nicieza, 2002b). E assim

teoricamente possivel que os girinos exibam forrageio selectivo e respostas adaptativas a
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variacdo da qualidade da dieta (Alvarez e Nicieza, 2002a; Kupferber et al., 1994), da

temperatura, ou de combinagdes de estes dois factores.

Esta tese tem como objectivos avaliar o efeito de uma onda de calor e os efeitos da
interac¢do entre a temperatura e a dieta no crescimento e no desenvolvimento nos girinos da
ra-de-focinho-pontiagudo, Discoglossus galganoi (Capula, Nascetti, Lanza, Bullini e Crespo
1985), assim como nas caracteristicas dos pods-metamérficos. Sdo testados 4 tratamentos
térmicos, incluindo um tratamento que replica os efeitos de uma onda de calor, e 3 dietas:
uma com origem animal (mais rica em proteinas), outra com origem vegetal (menos rica em

proteinas), e uma terceira, na qual os individuos tém acesso as duas dietas.

Relativamente a onda de calor, espera-se que esta acelere o desenvolvimento dos
girinos e que, devido ao menor periodo larvar resultante, estes apresentem tamanho menor a
metamorfose e, consequentemente, tenham menor capacidade de salto. Espera-se que os
girinos provenientes da dieta mista apresentem desenvolvimento mais extenso e maior
tamanho que os girinos sujeitos a dieta animal. E, posteriormente, que apresentem tamanho a
metamorfose, condicdo fisica e capacidade de salto maiores comparados com os as restantes
dietas.

E expectavel que os periodos larvares dos girinos sujeitos a temperaturas frias sejam
prolongados e os tamanhos a metamorfose maiores. Inversamente, os girinos sujeitos a
temperaturas quentes deverdo apresentar periodos larvares curtos e tamanhos a
metamorfose menores. A dieta rica em proteinas deverd influenciar positivamente o
crescimento e desenvolvimento dos girinos, resultando em girinos e recém-metamorfoseados
maiores e permitindo o desenvolvimento mais rdpido, em comparacdo com a dieta a base de
planta. Espera-se que a interac¢do de temperaturas elevadas com uma dieta pobre em
proteinas resulte em periodos larvares curtos e girinos pequenos e, consequentemente,
recém-metamorfoseados pequenos, com condicdo fisica reduzida e capacidade locomotora
diminuta. Adicionalmente, espera-se que com temperaturas elevadas e dieta rica em proteinas
os girinos consigam ultrapassar os efeitos negativos que a temperatura pode ter ao nivel do
tamanho e da locomogdo (Alvarez e Nicieza, 2002b). A inclusdo de um tratamento no qual é
oferecida aos girinos uma dieta mista é uma inovacao deste trabalho e visa testar a capacidade
de escolha dos girinos. Espera-se que na dieta mista estes escolham o alimento que possibilite
o melhor crescimento e desenvolvimento. Nestes casos é expectdvel que em temperaturas
guentes estes se alimentem preferencialmente da dieta animal em detrimento da dieta

vegetal.
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Metodologia

A espécie estudada, Discoglossus galganoi (Capula, Nascetti, Lanza, Bullini e Crespo 1985)

Discoglossus galganoi pertence a familia Discoglossidae e ao género Discoglossus, o
qual engloba cinco espécies morfologicamente semelhantes (Martinez-Solano, 2004). Na
Peninsula Ibérica existem duas linhagens endémicas: D. galganoi, classificada pelo ICNB como
guase ameacada (Cabral et al., 2005) e D. jeanneae, apenas encontrada na metade leste da
Peninsula Ibérica. Em Portugal D. galganoi distribui-se por todo o pais apesar de em nucleos
populacionais fragmentados, podendo ser localmente abundante. Habita preferencialmente as
imediacGes de massas de dagua com algum coberto vegetal e terrenos encharcados (Cabral et
al., 2005). A época de reproducgdo é bastante variavel, estendendo-se desde inicios do Inverno
até finais do Verdo (Ferrand de Almeida et al., 2001). No entanto, no sul do pais a reproducéo
é concentrada nos meses de Inverno e inicio da Primavera (Rebelo et al., 2009). O amplexo é
inguinal e ocorre em pequenos corpos de agua, como charcos temporarios e/ou semi-
permanentes (Alvarez e Nicieza, 2002a; Ferrand de Almeida et al., 2001). A fémea acasala com
varios machos e deposita cerca de 326 a 687 ovos por cépula. No total podem colocar 1350 a
1500 ovos em posturas sucessivas (Garcia-Paris, 2004). A eclosdo demora entre 2 a 9 dias,
dependendo da temperatura da agua (Ferrand de Almeida et al., 2001). Assim, na Primavera
com a subida da temperatura da dgua o tempo até a eclosdo é mais curto que durante o
Inverno (Mitchell e Seymour, 2000). Os girinos sdo caracterizados por possuirem o espiraculo
em posicdo ventral e mediano e terem tamanho reduzido, entre 25 a 35 mm. Tém uma cor
escura, quase preta, tornando-se progressivamente mais claros. O periodo larvar dura cerca de
20 a 60 dias (Ferrand de Almeida et al., 2001), dependendo da temperatura da dgua (Alvarez e
Nicieza, 2002a; Alvarez e Nicieza, 2002b; Liess et al., 2013), a qual constitui um dos principais
factores que influencia o tamanho a metamorfose e a dura¢do do periodo larvar (Smith-Gill e
Berven, 1979). Os girinos s30 omnivoros e canibais facultativos (Alvarez e Nicieza, 2002a) e a

sua dieta pode variar temporal e espacialmente (Altig et al., 2007).

Area de estudo

Na regido da Serra de Grandola o clima é mediterrdnico (Rebelo et al., 2009) com
influéncia atlantica (Pereira, 2011). Este clima caracteriza-se por uma elevada sazonalidade da
precipitacdo e uma elevada disparidade de temperaturas, com Verdes quentes e secos e
Invernos frios e humidos (Bonada e Resh, 2013). A precipitacdo média anual é de 500 mm, a
temperatura média anual é de 15,6 °C e o periodo xérico de 3 a 4 meses (Rebelo et al., 2009).

Como consequéncia da sazonalidade da precipitagdo, o regime de fluxo dos rios, ribeiras e
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charcos apresenta um periodo de alagamento que corresponde ao periodo das chuvas e um
periodo de contraccdo que corresponde ao periodo de seca (Bernal et al., 2013; Bonada e
Resh, 2013; Canha e Pinto, 2010).

Na regido da Serra de Grandola os charcos temporarios tém em média um
hidroperiodo de 6 a 7 meses, uma profundidade entre 20 e 150 cm e uma area entre 25 a 529
m?. Quanto as caracteristicas abidticas tém em média uma temperatura de 16,68°C, uma
salinidade de 8,18mg/kg e um pH de 7,44, apresentando estes valores variacdes marcadas ao
longo das esta¢des do ano. Os macroinvertebrados mais comuns nestes charcos pertencem as
ordens Ephemeroptera, Plecoptera, Odonata, Coleoptera, Heteroptera, Anostraca e Decapoda
(Pereira, 2011). A vegetacdo é dominada por herbaceas anuais e herbaceas perenes que
aparecem durante o Inverno e a Primavera (Pinto-Cruz, 2009). Nos charcos de Grandola as
mais abundantes sdo as espécies Juncus heterophyllus, uma macréfita emergente e

Ranunculus peltatus, uma macrdfita flutuante (Pereira, 2011; Pinto-Cruz, 2009).

Colheita das posturas

As posturas de D.galganoi foram colhidas na Herdade da Ribeira Abaixo (HRA, latitude:
38205’ N - 382 08’ N; longitude: 82 33" W - 82 38’ W), que se localiza na regido Este da Serra de
Grandola, na Freguesia de Santa Margarida da Serra. A estagdo de campo do Centro de
Biologia Ambiental da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa localiza-se numa area
de Montado de sobro, com matos de Cisto — Lavanduletae e é atravessada por varias ribeiras

temporarias que drenam para a Ribeira de Castelhanos (Rebelo et al., 2009).

Durante os meses de Outubro de 2013 a Janeiro de 2014 foi feita uma prospecc¢ao preliminar
do terreno, de modo a localizar os charcos com maior probabilidade de ocorréncia de posturas
e as suas localizagGes foram registadas num GPS. A recolha de posturas decorreu no dia 6 de
Janeiro de 2014, num charco da HRA (38°6'12.4"’N 8°34’25”W) com as dimensées de 1,23 por
0,72 m, e uma profundidade de 5 cm. Foram recolhidos aproximadamente 1880 ovos, que
supde-se corresponderem a 2 ou 3 posturas. Relativamente aos parametros abidticos da agua,
a salinidade era de 6,92 mg/L, a condutividade de 9,54 mS/cm e o pH de 8,77 (medidos com

um medidor multiparamétrico YSI 556 MPS).

Procedimento experimental
A experiéncia foi realizada no Biotério da Faculdade de Ciéncias da Universidade de

Lisboa e decorreu de 6 de Janeiro a 17 de Julho de 2014.

15



Os ovos foram mantidos em caixas de pldstico (dimensdo: 10,5 x 10,5 cm) preenchidas
com 1L de agua envelhecida até os girinos atingirem o estddio Gosner 25 (Gosner, 1960), a

partir do qual os girinos nadam livremente e iniciam a procura de alimento (Gosner, 1960).

Em experiéncias preliminares (com a duracdo de 8 dias) foram testadas 6 dietas
diferentes com o objectivo de averiguar quais as mais adequadas para utilizar na experiéncia.
Foram testadas folhada proveniente do fundo do charco, Junco-de-folhas-variadas (Juncus
heterophyllus), Callitriche brutia, larvas de quironomideo (Diptera, Insecta), racdo de peixe
comercial (Tetra PondSticks®,Germany) e racdo de coelho comercial (Vitakraft Nibble Ring®,
Germany). Cada dieta foi testada em 4 girinos, alimentados ad libitum 3 vezes por semana. A
agua foi mudada 2 vezes por semana. A temperatura da agua foi mantida a 20°C, com o auxilio
de termdstatos (BOY-U®) e o fotoperiodo foi 12L:12E (garantido através da utilizacdo de luz
artificial).

As dietas seleccionadas foram larvas de quironomideo e Junco-de-folhas-variadas,
ambos possiveis de encontrar em charcos temporarios do Sudoeste de Portugal e da HRA

(Pereira, 2011; Trigal et al., 2007).

Desenho experimental

O desenho experimental foi factorial completo. Incluiu 3 dietas e 4 temperaturas
diferentes. Cada combinacdo foi replicada 28 vezes, resultando em 336 unidades
experimentais, cada uma consistindo num recipiente cilindrico transparente (dimensdes: 9 cm
de didmetro e 10 cm de altura) preenchido com 0,3L de agua envelhecida. Cada recipiente,
contendo um girino, foi colocado num tanque/bloco espacial (dimensdes: 70 x 45 cm)

preenchido com 30L de agua (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema da unidade experimental. “A” corresponde ao tanque/bloco preenchido com 30L de agua. “B”

. v

corresponde ao recipiente individual, cada um contendo um girino. No total foram usados 12 tanques.

Os 4 tratamentos térmicos foram: primavera fria, temperatura constante de 15°C (F);
primavera quente, temperatura constante de 25°C (Q); primavera normal, elevacdo regular

(1-C por semana) da temperatura de 15°C até 25°C (N); e onda de calor, igual ao tratamento
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primavera normal, ao qual se sobrep6s um pico de temperatura de 25°C durante 12 dias (OC).
Na Tabela 1 encontra-se esquematizado o aumento semanal da temperatura da dgua nos

tratamentos primavera normal e onda de calor.

Tabela 1 - Aumento da temperatura nos tratamentos primavera normal (N) e onda de calor (OC) e dia

correspondente. Os 25°C a negrito correspondem aos dias de exposi¢do a onda de calor.

Temperatura (°C)
Tratamento | Tratamento

Dia N ocC
0 15 15
7 16 16
14 17 17
21 18 18
28 19 19
30 19 25
35 20 25
42 21 20
49 22 21
56 23 23
63 24 24
70 25 25

A temperatura do biotério foi mantida a 15°C com auxilio de um aparelho de ar
condicionado. Foram utilizados termdstatos (BOY-U®) para aumentar a temperatura da agua
dos tratamentos primavera normal, onda de calor e primavera quente. A temperatura dos
tanques/blocos espaciais foi monitorizada diariamente, de manh3 e de tarde. Sempre que
houve alguma desregulacdo ajustou-se a temperatura do termdstato a temperatura requerida,

havendo uma terceira verificacdo.
Antes do inicio da experiéncia todos os girinos foram alimentados com ragdo de peixe
comercial (Tetra PondSticks®, Germany), durante 8 dias, para acelerar o seu crescimento.

Posteriormente, as 3 dietas testadas foram: macrdfita J. heterophyllus (dieta “planta” —
P; pobre em proteinas), larvas de quironomideo (dieta “animal” — A; rica em proteinas) e J.

heterophyllus juntamente com larvas de quironomideo (dieta mista, M).
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No inicio da experiéncia (dia 0) os girinos no estadio Gosner 25 (Gosner, 1960) foram
adicionados aos recipientes individuais e alimentados ad libitum 3 vezes por semana. A agua
foi mudada 2 vezes por semana e os girinos foram mantidos sob um fotoperiodo de 12L:12E
(garantido através da utilizacdo de luz artificial). No dia 46 da experiéncia foram retirados
girinos (n=14) de todos os tratamentos, que foram utilizados num outro estudo, mantendo os

restantes girinos em experiéncia até estes completarem a metamorfose.

Monitorizacdo de pardmetros morfoldgicos, de desenvolvimento e comportamentais

No inicio da experiéncia (dia 1) e no dia 46, os girinos foram fotografados contra uma
escala milimétrica e o comprimento da cabeca foi medido a partir de fotografias digitais. No
dia 46 foi também identificado o estadio de desenvolvimento dos girinos, seguindo a escala de
Gosner (1960). Apds completarem a metamorfose (estddio Gosner 46), os recém-
metamorfoseados foram fotografados contra uma escala milimétrica, medindo-se o
comprimento do corpo (snout-urostyle-length - SUL) e o comprimento da tibia (tibia- length -
TL). Os parametros morfolégicos mencionados anteriormente foram obtidos através da
medicdo das imagens digitais com o auxilio do programa ImageJ, versao 1.45. Adicionalmente,

os recém-metamorfoseados foram ainda pesados numa balanga com precisdo centesimal.

O periodo larvar foi calculado como o nimero de dias que decorreu desde o inicio da
experiéncia até a chegada ao estadio Gosner 42 (inicio da metamorfose). Foram registados
todos os casos de mortalidade antes da chegada ao estadio Gosner 42.

A experiéncia terminou no dia 164. Nesse dia restavam 13 girinos da combinacdo de
tratamento primavera fria com dieta planta, dos quais apenas um num estddio de
desenvolvimento avancado. Esse animal foi seguido até a metamorfose; os restantes, todos

ainda entre os estadios Gosner 34 e 36, foram retirados da experiéncia.

Para estudar as respostas comportamentais dos girinos aos tratamentos
experimentais, os seus comportamentos foram registados em 3 datas distintas: a primeira no
dia 29 (prévio a onda de calor); a segunda no dia 38 (durante a onda de calor); e a terceira no
dia 45 (apdés a onda de calor). Em cada data realizaram-se 5 sessOes de observacdo
comportamental, onde se registou actividade (nadar e/ou comer) ou inactividade (parado) dos

girinos no momento da observacao.

Para avaliar a capacidade de salto dos recém-metamorfoseados realizou-se uma
sessdo de saltos no final da metamorfose (estadio Gosner 46). Cada sessdo consistiu em 10
saltos consecutivos realizados numa superficie lisa e clara. Cada salto foi marcado com um

ponto e medido posteriormente. Os parametros calculados foram: o comprimento médio dos
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trés saltos mais longos — capacidade de fuga; e a diferenca entre o comprimento médio dos

trés ultimos saltos e o comprimento médio dos trés primeiros saltos — resisténcia.

Tratamento estatistico

Para averiguar a existéncia de diferengcas no comportamento dos girinos sujeitos aos
varios tratamentos experimentais nas diferentes datas foi realizado um Modelo Linear
Generalizado Misto - GLMM, com uma distribuicdo binomial e link function logit. A varidvel
dependente utilizada foi a actividade (estar ou ndo activo em cada sessdo de cada data). A
temperatura, a dieta e a datas foram incluidos no modelo como factores fixos. Como factores
aleatdrios utilizou-se a sessdo em que cada comportamento foi registado e o individuo. O teste

a posteriori utilizado para detectar as diferencas foi o teste sequencial de Bonferroni.

Para testar o efeito dos tratamentos experimentais no comprimento da cabeca e no
estddio de desenvolvimento dos girinos no dia 46 recorreu-se a Modelos Lineares
generalizados - GLM. Assim, a temperatura (4 niveis) e a dieta (3 niveis) foram definidas como
factores fixos, testando-se ainda a sua interaccdo. No caso da varidvel comprimento da cabeca
no dia 46, utilizou-se como co-varidvel o comprimento da cabeca dos girinos no dia 0.

Para as andlises das varidveis referentes aos recém-metamorfoseados foram
seleccionados apenas os primeiros 75% dos girinos a metamorfosear-se em cada combinacgdo
de tratamentos, para evitar desvios a normalidade provenientes de caudas pesadas na
distribuicdo da duracdo do periodo larvar. Dada a elevada mortalidade nas combinacbes de
tratamentos que incluiram a dieta planta, as analises relativas aos recém-metamorfoseados
restringiram-se aos provenientes das combina¢Ges de tratamentos com dietas animal e mista.
O efeito dos tratamentos experimentais no periodo larvar, no SUL, no TL, no peso, na
capacidade de fuga e na resisténcia foram testados com GLM. Tal como nos girinos, a
temperatura (4 niveis) e a dieta (3 niveis) foram definidas como factores fixos, testando-se
também a sua interaccdo. No caso das varidveis peso dos recém-metamorfoseados e
comprimento da tibia, realizou-se uma primeira andlise com os dados em bruto e uma
segunda analise utilizando o SUL como co-varidvel. Para comparar os parametros dos saltos

dos recém-metamorfoseados foi utilizada como co-variavel o TL.

O GLMM relativo ao comportamento dos girinos foi realizado com o programa IBM
SPSS Statistics (versdo 21). A normalidade dos dados e os GLMs sobre os pardmetros relativos
aos girinos e aos recém-metamorfoseados foram testados com o programa Statistica (versdo
11), utilizando o teste a posteriori Bonferroni quando se encontraram diferencas significativas.

Em todos os testes o nivel de significancia considerado foi 0,05. A homogeneidade de
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variancias foi verificada através do teste Shapiro-Wilk e, apesar da auséncia de
homocedasticidade em alguns casos, optou-se ainda assim utilizar GLMs. Segundo Underwood
(1997), quando existem 5 ou mais tratamentos com N igual ao superior a 6, a experiéncia é
equilibrada e a validade do teste e a probabilidade associada a distribuicdao de F ndo sdo muito

afectadas por esta violagao.

Resultados

Girinos

Comportamento

O comportamento dos girinos foi influenciado pela interac¢do entre a data, a
temperatura e a dieta (GLMM, Fi3435 = 2,041, P = 0,018) (Figura 2). Dada a existéncia de
interacgOes significativas, as comparagoes foram realizadas caso a caso.

No tratamento F a actividade dos girinos ndo variou entre dietas nem entre datas. De
um modo geral a actividade foi baixa, notando-se uma tendéncia, ainda que ndo significativa,
de actividade menor nos girinos sujeitos as dietas A e P (Figura 2).

No tratamento Q houve diferencas na actividade dos girinos. A actividade foi diferente
entre os dias 29 e 38 na dieta M, observando-se menor actividade no dia 38. Na dieta P a
actividade diferiu entre as datas 29 e 45, observando-se especial aumento da actividade no
periodo mais tardio, no dia 45. A actividade dos girinos com dieta A nao variou ao longo do
tempo.

No tratamento N ndo houve diferencas na actividade dos girinos nas trés datas nem
nas trés dietas. Contudo, observou-se uma tendéncia de maior actividade nas dietas M e P,
apesar de nao ser significativo.

No tratamento OC detectaram-se diferencas na actividade dos girinos nas dietas A e P.
A actividade especialmente elevada observada no dia 29 nestas dietas, quando comparada
com a actividade dos animais do tratamento N ndo tem uma explicacdo ébvia, uma vez que
nessa data encontravam-se nas mesmas condi¢Ges térmicas. Observou-se uma diminuicdo da
actividade no dia 38 na dieta P, correspondendo a exposicdo a onda de calor. A actividade dos
girinos sujeitos a dieta M ndo variou ao longo do tempo. Apesar de ndo ser significativo,

notou-se uma tendéncia de diminui¢do da actividade nas dietas A e M no dia 38.
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Figura 2 — Actividade dos girinos nas trés datas de monitorizacdo. Os valores das ordenadas referem-se a diferenca
entre a actividade média de cada combinacdo de tratamentos e a actividade média de todos os animais
experimentais. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” - onda de calor, “Q” - primavera quente, “P” —

dieta com J. heterophyllus, “A” — dieta com larvas de quironomideo e “M” - dieta mista. As barras de erro

representam o desvio padrdo.

Comprimento da cabega

O comprimento da cabega foi influenciado pela temperatura (GLM, F3, 26,= 11,0466, P
< 0,0001), pela dieta (GLM, F3, 262 = 269,5909, P < 0,0001) e pela interac¢do entre estes dois
factores (GLM, Fg, 262 = 4,3488, P < 0,001). Dada a existéncia de interac¢Bes significativas, as

comparagoes foram realizadas caso a caso.

E possivel observar na Figura 3 o menor tamanho da cabeca em todos os girinos da
dieta P, independentemente da temperatura (entre os 5,5 e os 7 mm), notando-se um
comprimento especialmente diminuto nos girinos do tratamento Q. Os girinos da dieta M

apresentaram comprimento da cabeca intermédio (8,5 = 0,07 mm). Os girinos da dieta A
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apresentaram comprimento da cabe¢a maior (8,9 + 0,01 mm). Apesar de ndo serem
significativamente diferentes entre si, no tratamento OC, os girinos da dieta A apresentaram

comprimento da cabeg¢a maior comparados com os girinos da dieta M (diferenca de 0,87 mm).
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Figura 3 - Comprimento da cabega dos girinos no dia 46. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” - onda
de calor, “Q” - primavera quente, “P” — dieta com J. heterophyllus, “A” — dieta com larvas de quironomideo e “M” -

dieta mista. As barras de erro representam o desvio padrdo.

Estadio de desenvolvimento

A temperatura (GLM, F3 76, = 8,92, P < 0,0001) e a dieta (GLM, F;, 26, = 597,30, P <
0,0001) influenciaram o estadio de desenvolvimento no dia 46 e observou-se interac¢do entre
estes dois factores (GLM, Fgys, = 4,31, P < 0,001). Dada a existéncia de interac¢des
significativas, as comparagoes foram realizadas caso a caso.

Na Figura 4 observa-se que, independentemente da temperatura, os girinos
alimentados com P encontravam-se em estadios de desenvolvimento iniciais (Gosner 25 *
0,22). No tratamento F os girinos da dieta M encontravam-se em estadios de desenvolvimento
menos avancados comparados com os girinos dos restantes tratamentos com as dietas A e M
(estadio Gosner 33 + 0,41). O inverso ocorreu no tratamento Q, onde os girinos com dieta M se
encontravam num estadio de desenvolvimento mais avancado que os da dieta A (Figura 4).

Contudo, estas diferengas ndo foram significativas.
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Figura 4 - Estadio de desenvolvimento dos girinos no dia 46. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” -
onda de calor, “Q” - primavera quente, “P” — dieta com J. heterophyllus, “A” — dieta com larvas de quironomideo e

“M” - dieta mista. As barras de erro representam o desvio padrao.

Mortalidade

A mortalidade foi nula nos tratamentos F e OC com dieta M. Os tratamentos que
causaram as maiores percentagens de mortalidade ocorreram todos com a dieta P: OC (100
%), Q (100 %), N (93 %) e F (21 %) (Figura 5). Com apenas duas excepg¢des, 0s girinos sujeitos a
combinacdo de tratamentos FP e NP n3do se metamorfosearam durante o decurso da
experiéncia. Dada a elevada mortalidade nas combinagcdes de tratamentos que incluiram a
dieta P, as andlises relativas aos recém-metamorfoseados restringiram-se aos provenientes

das combinagbes de tratamentos com dietas animal e mista.
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Figura 5 - Mortalidade em cada combinac¢do de tratamento. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” -
onda de calor, “Q” - primavera quente, “P” — dieta com J. heterophyllus, “A” — dieta com larvas de quironomideo e

“M” - dieta mista.

Periodo larvar

O periodo larvar ndo foi influenciado pela interaccdo entre a temperatura e a dieta
(GLM, F3, 74 = 1,213, P = 0,31). A temperatura influenciou muito significativamente a sua
duragdo (GLM, F3 74 = 26,727, P < 0,0001). As diferengas encontradas foram entre o
tratamento F e os restantes: os girinos pertencentes ao tratamento F apresentaram um
periodo larvar quase 30 dias maior que os restantes (79 + 2,48 dias), como é possivel observar
na Figura 6. Apesar de a diferenca ndo ser estatisticamente significativa, os girinos
pertencentes ao tratamento OC apresentaram o periodo larvar menor (50 + 2,48 dias),
enquanto os periodos larvares dos girinos pertencentes aos tratamentos N e Q foram
semelhantes (56 + 2,67 e 55 + 2,86 dias, respectivamente). A dieta também influenciou este
parametro (GLM, Fy, 74 = 19,919, P < 0,0001). Apenas dois individuos com dieta P chegaram a
metamorfose (estadio Gosner 42): um no tratamento F, tendo demorado 168 dias; outro no
tratamento N, com 158 dias. A Figura 6 ilustra o periodo larvar dos girinos com dietas A e M. E
possivel observar o menor periodo larvar dos girinos com dieta A (54 + 1,74 dias) quando
comparados com os girinos com dieta M (66 + 1,97 dias). Independentemente da temperatura,
os girinos com dieta M apresentaram periodos larvares maiores. Esta diferenca foi mais

marcada nos girinos do tratamento Q (diferenca média de 20 dias) (Figura 6).
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Figura 6 — Duragdo do periodo larvar. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” - onda de calor, “Q” -
primavera quente, “A” — dieta com larvas de quironomideo, “M” - dieta mista.As barras de erro representam o

desvio padrdo.

Recém-metamorfoseados

Comprimento do corpo

O comprimento do corpo nao foi influenciado pela interac¢do entre a temperatura e a
dieta (GLM, F3, 77 = 1,78, P = 0,16). A temperatura influenciou o SUL dos recém-
metamorfoseados (GLM, F3, 77 = 52,59, P < 0,0001). As diferengas encontradas foram entre o
tratamento F e os restantes e entre os tratamentos N e OC. Os girinos pertencentes ao
tratamento F apresentaram SUL maior (9 + 0,12 mm). Os girinos dos tratamentos N e Q
apresentaram SUL intermédio (7,5 + 0,12, 7,5 £ 0,14 mm, respectivamente). Os girinos
pertencentes ao tratamento OC apresentaram SUL menor (7 £ 0,12 mm). A dieta influenciou o
SUL dos recém-metamorfoseados (GLM, F1, 77 = 6,02, P = 0,016). Os girinos com dieta A
apresentaram SUL maior (7,9 + 0,08 mm) comparados com os girinos com dieta M (7,6 + 0,09
mm). No tratamento OC os girinos com dieta A apresentaram SUL maior comparados com os

girinos com dieta M (diferenca de tamanho de 0,78 mm) (Figura 7).
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Figura 7 - Comprimento do corpo dos recém-metamorfoseados. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” -

onda de calor, “Q” - primavera quente, “A” — dieta com larvas de quironomideo e “M” - dieta mista. As barras de

erro representam o desvio padrdo.

Comprimento da tibia

Houve interac¢dao entre os efeitos da temperatura e da dieta neste parametro (GLM,
F3, 77 = 3,124, P = 0,03), ilustrada na Figura 8. Utilizando o SUL como co-varidvel a interacgdo
deixou de existir (GLM, F3 77 = 1,54665, P = 0,21). No tratamento OC os recém-
metamorfoseados com dieta A exibiram TL maior comparado com o dos sujeitos a dieta M, ao

contrdrio do que aconteceu nos restantes tratamentos, onde o TL foi semelhante em ambas as

dietas (Figura 8).
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Figura 8 - Comprimento da tibia dos recém-metamorfoseados. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” -
onda de calor, “Q” - primavera quente, “A” — dieta com larvas de quironomideo e“M” - dieta mista. As barras de

erro representam o desvio padrao.

A temperatura influenciou o TL dos recém-metamorfoseados, e a inclusdo do SUL
como co-varidvel ndo alterou o resultado dos testes (GLM, F3, 77 = 3,97340, P = 0,01; F3, 77=
31,524, P < 0,0001, respectivamente). Houve diferencgas entre o tratamento F e os restantes
em ambas as anadlises: os girinos do tratamento F apresentaram TL maior (3,9 £ 0,08 mm). Os
girinos dos tratamentos N, OC e Q apresentaram TL semelhante (3,2 £ 0,08, 3 £ 0,08, 2,9 + 0,09
mm, respectivamente) (Figura 8). A dieta ndo influenciou o TL com ou sem a utilizagdo do SUL
como co-variavel (GLM, Fq, 77 = 0,01411, P = 0,91; F1, 77 = 1,747, P = 0,19, respectivamente). Os
recém-metamorfoseados provenientes das dietas A e M apresentaram TL semelhante (3,3 *

0,05 e 3,2 + 0,06 mm).

Peso

O peso nao foi influenciado pela interaccdo entre a temperatura e a dieta e a inclusao
da co-variavel SUL ndo alterou o resultado (GLM, F3 77 = 1,744, P = 0,17; F3 77 = 0,62104, P =
0,60, respectivamente). Os tratamentos de temperatura causaram diferencas significativas em
ambas as analises (GLM, F3, 77 = 53,539, P < 0,0001; F3, 77 = 3,92837, P = 0,012). Relativamente
ao peso as diferengas ocorreram entre o tratamento F e os restantes: os girinos do tratamento
F tiveram peso maior (53 + 1 mg). Os girinos dos tratamentos N, OC e Q tiveram pesos
semelhantes (35+ 1,30 £ 1 e 32 + 2 mg, respectivamente) (Figura 9). Incluindo o SUL como co-

variével, as diferengas ocorreram entre o tratamento F e os restantes e entre o tratamento N e
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OC. Os girinos do tratamento F tiveram peso maior, seguidos dos girinos dos tratamentos N,
OC e Q. Apesar de as diferencas ndo serem significativas, no tratamento OC os girinos da dieta

M tiveram peso menor comparados com os girinos da dieta A (diferenca de 9 mg) (Figura 9).
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Figura 9 — Peso dos recém-metamorfoseados. “F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” - onda de calor,
“Q” - primavera quente, “A” —dieta com larvas de quironomideo e “M” - dieta mista. As barras de erro representam

o desvio padrao.

O peso fresco dos recém-metamorfoseados foi influenciado pela dieta, mas a inclusao
da co-variavel SUL alterou esse resultado, deixando de ser significativo (GLM, F1, ;7= 4,148, P =
0,045; F4, 77 = 0,16614, P = 0,68, respectivamente). Os girinos da dieta A tiveram peso fresco
maior comparado com os girinos da dieta M (39 + 0,09 e 36 + 1 mg, respectivamente), devido

ao seu maior SUL.

Saltos

Capacidade de fuga

Ndo foi observada interacgdo entre a temperatura e a dieta (GLM, F3 77 =0,96537, P =
0,41) e capacidade de fuga ndo foi influenciada pela dieta (GLM, F4, 77 = 0,23108, P = 0,63). Os
recém-metamorfoseados das dietas A e M tiveram saltos aproximados (35 + 2,15 e 33 * 2,47
mm, respectivamente). A temperatura influenciou este parametro (GLM, F3 77 = 4,65744, P =
0,0048). Detectaram-se diferengas entre o tratamento F e os restantes: os girinos do
tratamento F apresentaram maior capacidade de fuga (47 + 4,31 mm). Apesar de ndo ser
significativo, os girinos do tratamento OC apresentaram menor capacidade de fuga (25,7

3,32 mm), enquanto os girinos dos tratamentos N e Q saltaram distancias intermédias (30 *
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3,17 e 33 + 3,93 mm, respectivamente). Na Figura 10 observa-se que no tratamento Q, os
girinos da dieta A apresentaram maior capacidade de fuga que os girinos da dieta M (diferenca

de 11 mm), contudo esta diferenca nao foi significativa.

55

50 TT

45 -

40 - I

35 A

A

30 T aM

Comprimento (mm)

25 A

20 - T T T
F Q N ocC

Tratamentos de temperatura

Figura 10 - Capacidade de fuga dos recém-metamorfoseados. “F” -primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” -
onda de calor, “Q” - primavera quente, “A” - larvas de quironomideo e “M” - dieta mista. As barras de erro

representam o desvio padrdo.

Resisténcia

A resisténcia ndo foi influenciada pela temperatura (GLM, F3, 77 = 0,648860, P = 0,59),
nem pela dieta (GLM, F4, 77 = 0,366684, P = 0,55), nem houve interac¢do entre estes dois
factores (GLM, F3 77=1,318692, P =0,27). A Figura 11 ilustra a resisténcia exibida pelos girinos
de cada combinagdo de tratamentos. E possivel observar que para todos os tratamentos a
barra de erro se sobrepde a reca X=0, que indica a auséncia de fadiga. Valores positivos
indicam resisténcia, enquanto valores negativos indicam falta de resisténcia. No tratamento F
0os recém-metamorfoseados da dieta A apresentaram resisténcia (3,09 * 4,94 mm),
contrariamente aos girinos da dieta M (-8,5 £ 5,05 mm). Por outro lado, no tratamento OC os
recém-metamorfoseados da dieta M apresentaram resisténcia (1,19 * 4,68 mm),
contrariamente aos girinos da dieta A (-3,61 + 4,15 mm). Para ambas as dietas no tratamento
N houve fadiga, observando-se o inverso no tratamento Q, onde os recém-metamorfoseados

de ambas as dietas ndo se cansaram no final dos 10 saltos.
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Figura 11 — Resisténcia exibida pelos recém-metamorfoseados. Valores positivos indicam resisténcia, enquanto
valores negativos indicam falta de resisténcia. F” - primavera fria, “N” - primavera normal, “OC” - onda de calor, “Q”
- primavera quente, “A” - larvas de quironomideo e “M” - dieta mista. As barras de erro representam o desvio

padrdo.

Discussao

O periodo de reproducdo de D. galganoi no Sudoeste de Portugal estende-se,
normalmente, entre os meses de Janeiro a Abril, com a maior parte das posturas efectuadas
até ao inicio de Marco. Este estudo mostrou que ndo é vantajoso atrasar a época de
reproducdo, a qual acontece normalmente durante o Inverno, pois esta espécie reproduz-se
em charcos tempordrios, pequenos e pouco profundos (Escoriza e Boix, 2014). Assim, além do
constrangimento causado pela dessecacdo destes habitats efémeros (Diaz-Paniagua, 1992), os
girinos podem ficar expostos a ondas de calor que ocorram no inicio da Primavera. Se estas
ondas de calor ocorrerem cedo na estacdo (Fevereiro/Marco), as condicbes podem tornar-se
muito desfavoraveis neste tipo de charcos, onde os girinos dependem essencialmente de
macrofitas (pobres em proteinas). Este trabalho mostrou também que uma dieta rica em
proteinas (dieta animal) é crucial para D. galganoi ter um crescimento rapido e completar a
metamorfose com sucesso. Pelo contrario, uma dieta pobre em proteinas (matéria vegetal)

pode ser catastréfica em cenarios de aquecimento.

Efeitos da temperatura

Neste estudo a temperatura teve efeitos significativos em todos os parametros
avaliados nos girinos e nos recém-metamorfoseados de D. galganoi. Este era um resultado

esperado; de um modo geral, temperaturas frias promovem o aumento do tamanho corporal e
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estendem a duracgdo do periodo larvar dos anfibios, enquanto temperaturas quentes aceleram
o desenvolvimento larvar a custa de um tamanho menor na chegada a metamorfose (Blouin e
Brown, 2000; Collins, 1979; Orizaola e Laurila, 2009b; Pandian e Marian, 1985b; Van der Have
e Jong, 1996). Este padrdo foi o observado no presente trabalho - os girinos sujeitos a
temperaturas frias apresentaram tamanho maior (estando de acordo com a “temperature-size
rule” (Atkinson, 1994)) e periodo larvar maior, enquanto os girinos sujeitos a temperaturas
mais elevadas apresentaram periodos larvares mais curtos e tamanhos a metamorfose
menores. Esta aceleracdo do crescimento e desenvolvimento com o aumento de temperatura
pode ser vantajosa para os girinos de D. galganoi, visto encontrarem-se, regra geral, em
corpos de agua pequenos e poucos profundos - habitats com “tempo de vida” limitado
(Escoriza e Boix, 2014). Neste tipo de habitat é benéfico crescer e desenvolver-se depressa,
mesmo que a custa de tamanhos corporais menores, para completar a metamorfose com

sucesso antes de o charco secar.

Os recém-metamorfoseados que cresceram sujeitos as temperaturas quentes
(primavera normal, onda de calor e primavera quente) apresentaram membros posteriores
menores, mesmo tendo em consideracdo o seu tamanho. O mesmo resultado tem sido
encontrado por outros autores: num estudo realizado com 3 espécies diferentes, Pseudacris
triseriata, Bufo americanus e Rana pipiens, Emerson (1978) observou que tamanhos maiores
correlacionaram-se com membros posteriores maiores e com maior capacidade de salto. Num
outro estudo realizado com 4 espécies diferentes, Pelobates cultripes, Spea multiplicata, Spea
intermontana e Scaphiopus holbrookii, observou-se que a duracdo do periodo larvar esteve
correlacionada positivamente com o tamanho a metamorfose e com o tamanho dos membros
posteriores; periodos larvares longos deram origem a recém-metamorfoseados maiores com
membros posteriores relativamente maiores (Gomez-Mestre e Buchholz, 2006). No entanto,
ha espécies nas quais esta relacdo ndo foi encontrada. Nos juvenis de Rana cascadae, os
girinos  sujeitos a temperaturas quentes desenvolveram membros  maiores,

independentemente do efeito da temperatura no tamanho corporal (Blouin e Brown, 2000).

O tamanho dos membros posteriores esta positivamente correlacionado com a
performance dos saltos dos anuros (Alvarez e Nicieza, 2002b; Emerson, 1978; Tejedo et al.,
2010), pelo que a diminui¢do do tamanho da tibia nos tratamentos que incluiram
temperaturas quentes influenciou a performance locomotora de um modo expectdvel. A
performance locomotora é crucial para a sobrevivéncia e o crescimento inicial dos recém-
metamorfoseados (Watkins, 2001). Independentemente da maior capacidade de salto, os

recém-metamorfoseados maiores podem ter capacidades acrescidas de sobrevivéncia (escape
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a predadores, resisténcia a fome, dessecacdo, etc.) e maiores tamanhos na maturagdo sexual

(Tracy et al., 1993; Smith, 1987).

Efeitos da Dieta

A dieta teve efeitos significativos em todos os parametros avaliados nos girinos e em
alguns relativos aos recém-metamorfoseados, nomeadamente no tamanho corporal e no
peso. No entanto, o efeito mais forte foi na sobrevivéncia dos girinos submetidos a uma dieta
com macréfita. A mortalidade foi muito elevada nas combinacGes de tratamentos com dieta
de planta, comprovando que esta dieta ndo é benéfica para os girinos de D.galganoi, o que é
também uma indicagdo que na natureza esta espécie, tal como a maioria dos anuros (Altig et
al., 2007), ndo serd exclusivamente herbivora. Todos os outros parametros testados também
evidenciaram esta conclusdo. A dieta a base de macrdfita (pobre em proteinas) teve custos no
crescimento (os girinos apresentaram tamanhos bastante reduzidos); teve custos no
desenvolvimento (apresentaram estadios de desenvolvimento pouco avangados), mostrando
como esta dieta desfavoravel provoca o prolongamento anormal do periodo larvar. Por ultimo,
teve custos na fitness, visto que apenas 2 girinos alimentados com macrodfita finalizaram a
metamorfose. A quantidade e a qualidade da dieta influenciam o crescimento (Alvarez e
Nicieza, 2002a; Kupferberg, 1997; Steinwascher e Travis, 1983), mas o seu papel sobre o
desenvolvimento ndo é muito claro. Alguns estudos, um dos quais realizado também com D.
galganoi, ndo encontraram influéncias da dieta sobre o desenvolvimento (Alvarez e Nicieza,
2002a; Crump, 1990; Martins et al., 2013). No entanto, outros autores indicam que dietas ricas
em proteinas podem promover o desenvolvimento, fazendo com que os girinos se
metamorfoseiem mais cedo que os girinos sujeitos a alimentagdo pobre em proteinas
(Kupferberg, 1997; Nicieza et al., 2006; Pandian e Marian, 1985a). Num estudo conduzido por
Pfennig (1990) observou-se que os girinos com uma dieta carnivora desenvolveram-se e
metamorfosearam-se mais rapidamente que os girinos com uma dieta omnivora e Kupferberg
(1997) observou que os girinos preferiam alimentar-se de algas com conteldos proteicos

relativamente elevados.

No caso de D. galganoi a dieta animal produziu metamdrficos maiores e acelerou o
desenvolvimento, diminuindo assim o periodo larvar, enquanto a dieta mista (qualidade
menor) provocou o aumento do periodo larvar, ao contrario do previsto por Wilbur e Collins
(1973). Portanto, a taxa de diferenciagao foi de alguma forma sensivel ao contelddo da dieta.
Na revisdo realizada por Tejedo et al. (2010) verificou-se que o aumento do nivel de recursos
aumentou o tamanho dos membros posteriores dos recém-metamorfoseados. Contudo, num

outro estudo realizado com Hyla cinerea verificou-se que a dieta ndo influenciou o tamanho
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dos membros nos juvenis (Blouin e Loeb, 1991). Neste trabalho a dieta também nao
influenciou o tamanho dos membros posteriores. Como tal, é dificil estabelecer um padrao
geral de como a dieta pode afectar o desenvolvimento dos membros posteriores dos juvenis e

a sua capacidade de salto.

Interaccoes entre temperatura e dieta

O modo de forrageio dos girinos é activo; percorrem o seu habitat a procura de
alimento (vegetacdo, detritos; presas, etc.), gastando elevadas quantidades de energia nessa
procura (Vitt e Caldwell, 2009). A temperatura é um dos factores que influencia essa actividade
e a sua subida causa um aumento dos niveis de forrageio (Beiswenger, 1977). Neste estudo
observou-se que temperaturas quentes constantes provocaram um aumento da actividade ao
longo do periodo larvar, especialmente em conjunto com uma dieta a base de macrofita. Esse
aumento da actividade ao longo do tempo poderd nao ter sido suficiente para garantir uma
ingestdo adequada de alimento, e ter levado a morte destes girinos, uma vez que todos os
girinos sujeitos a uma temperatura constante de 25°C e a uma dieta vegetal morreram. A
medida que a temperatura aumenta o consumo de energia também aumenta
obrigatoriamente em animais ectotérmicos, sem que os individuos possam controla-lo
(Pandian e Marian, 1985a). Como tal, é expectdvel que os girinos desta combinagdo de
tratamentos tenham aumentado a actividade de forma a consumir mais alimento para cumprir
0s requisitos energéticos necessarios para o crescimento e o desenvolvimento. Noutros
estudos observou-se que a sobrevivéncia foi menor nos tratamentos com dietas de baixa
qualidade, mas essas dietas ndao impossibilitaram o alcance da metamorfose com sucesso
(Kupferberg et al., 1994; Martins et al., 2013; Nathan e James, 1972). Pode-se inferir que para
D. galganoi uma dieta estritamente herbivora ndo fornece os nutrientes e a energia

necessarios para chegar a metamorfose e os girinos acabam por morrer.

A dieta animal permitiu o aceleramento do desenvolvimento no tratamento primavera
fria enquanto a dieta mista permitiu o aceleramento do desenvolvimento no tratamento
primavera quente. O resultado observado para o tratamento primavera fria é expectavel, pois
dietas ricas em proteinas melhoram o crescimento e/ou desenvolvimento (Nathan e James,
1972; Pandiam e Marian, 1985a; Steinwachser e Travis, 1983). A dieta mista pode ter
acelerado o desenvolvimento na primavera quente pelo facto de a energia nos carbohidratos,
existentes em maiores quantidades na matéria vegetal (Kupferberg, 1997), estar mais acessivel
em comparagdo com a energia existente nas proteinas (Cook et al., 2011). Por outro lado,
como também tém acesso a proteina, esta combinacdo pode ter permitido um melhor

desenvolvimento. As dietas animal e mista podem funcionar de modo contrario relativamente
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ao desenvolvimento e ao crescimento, dependendo da temperatura. Observou-se que os
recém-metamorfoseados provenientes da dieta mista nos tratamentos primavera fria e
primavera normal eram mais pesados, enquanto nos tratamentos onda de calor e primavera
guente os animais mais pesados foram os provenientes da dieta animal. O aumento da
temperatura pode alterar o uptake e a incorporagdo dos nutrientes, influenciando a

necessidade por determinada dieta (Liess et al., 2013).

Os recém-metamorfoseados sujeitos ao frio apresentaram a melhor capacidade de
salto seguidos dos recém-metamorfoseados do tratamento primavera quente com dieta
animal. Nesta espécie, uma dieta carnivora pode conferir eficiéncia superior durante a
metamorfose em ambientes quentes, por temperaturas elevadas poderem ter efeitos
negativos ao nivel do tamanho e da locomocio (Alvarez e Nicieza, 2002a).

Mas tanto nos outros trabalhos como neste foi observada a tendéncia para uma maior
capacidade de salto de recém-metamorfoseados sujeitos a dieta rica em proteinas e
temperaturas quentes comparados com os de dieta pobre em proteinas (Alvarez e Nicieza,

2002a).

Num estudo semelhante realizado com a mesma espécie (Alvarez e Nicieza, 2002a),
mas com individuos capturados no norte de Espanha, foi estudado o efeito da temperatura e
da qualidade da dieta na taxa de crescimento dos girinos. Aqui as temperaturas usadas (12, 17
e 22°C) foram constantes ao longo do tempo e as dietas pobre e rica em proteinas foram racdo
de coelho (17% de proteina) e de peixe (46% de proteina), respectivamente. Houve resultados
semelhantes aos do presente estudo, nomeadamente, o aceleramento do desenvolvimento
em temperaturas quentes; a dieta rica em proteinas possibilitou maiores tamanhos nos girinos
(mas apenas a 17°C) e recém-metamorfoseados maiores e mais pesados. As duas maiores
diferencas entre o estudo destes autores e o do presente trabalho foram ao nivel do
desenvolvimento e da mortalidade dos girinos. Alvarez e Nicieza (2002a) ndo observaram
influéncia da dieta no desenvolvimento, enquanto no presente estudo a dieta rica em
proteinas possibilitou a reducdo do periodo larvar. Por outro lado, a sobrevivéncia foi elevada
e uniforme em todas as combinag¢des de tratamentos, ao contrario deste trabalho onde se
verificou mortalidade elevada nos tratamentos com temperaturas quentes e dieta pobre em
proteinas. Uma possivel explicagdo para esta acentuada diferenga na mortalidade é o facto de
o alimento utilizado por Alvarez e Nicieza ser uma racio que, mesmo tendo um teor baixo de
proteinas, continua a ser elevado em comparacdo com dietas naturais, como é o caso de J.
heterophyllus e, portanto, os girinos poderdo ter conseguido alcancar a metamorfose por

terem acesso a proteinas. Por outro lado o efeito da temperatura também foi diferente
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comparado com este estudo. No estudo de Alvarez e Nicieza o periodo larvar foi mais curto em
todas as temperaturas e os recém-metamorfoseados foram menores quando comparados com
os do presente estudo. Isto pode estar relacionado com o facto de as espécies estarem
adaptadas a condi¢cbes ambientais diferentes, visto a nossa populacdo habitar o sudoeste de
Portugal (altitude e latitude menor) em oposi¢do as do outro estudo que provém do norte de
Espanha (altitude e latitude maior). Tais como outros estudos ja sugeriram, temperaturas
baixas associadas a locais de altitude e latitude elevadas restringem o tempo disponivel para
adquirir recursos e acumular energia (Hemelaar, 1988; Ryser, 1996), como tal, espécies de
altitudes/ latitudes elevadas, normalmente, apresentam taxas de crescimento e
desenvolvimento mais elevadas, devido ao facto de as estacOes favordveis ao crescimento

serem curtas (Licht, 1975; Lindgren e Laurila, 2005; Morrison e Hero, 2003).

Efeitos da onda de calor

A onda de teve efeitos sobre os girinos e sobre os recém-metamorfoseados. As
principais diferengas foram: tamanho maior nos girinos com dieta animal; reduc¢do do periodo
larvar (em ambas as dietas) e maior comprimento da tibia dos recém-metamorfoseados da
dieta animal. Observou-se também que os custos da exposicdo a onda de calor foram

minimizados (ou até anulados) pela dieta animal, mas n3do pela dieta mista.

Durante a exposicdo a onda de calor notou-se uma tendéncia de diminui¢cdo da
actividade dos girinos. Esperava-se que o aumento subito da temperatura provocasse stress e,
consequentemente, aumento da actividade, o que ndo aconteceu. Uma possivel explicacdo é o
facto de os niveis de actividade poderem estar correlacionados com o estddio de
desenvolvimento. Num estudo realizado com Rana cascadae observou-se que os niveis de
actividade diminuiram quando os girinos atingiram o climax metamoérfico (Wollmuth et al.,
1987). Como o periodo larvar médio no tratamento onda de calor foi de 50 dias, a diminuicdo
da actividade média neste tratamento no dia 38 pode estar relacionada com a aproximacao

dos girinos a metamorfose.

Apds a exposicdo a onda de calor os girinos com alimentagdo rica em proteinas
apresentaram um tamanho médio maior que os girinos com a mesma dieta mas sujeitos ao
tratamento primavera normal, mas essa diferenca ndo foi significativa. O aumento da
temperatura e a ingestao de material animal poderdo ter actuado em conjunto acelerando as
taxas de crescimento destes girinos (Crump, 1990; Heinen e Abdella, 2005; Tejedo et al.,
2010). O aumento repentino da temperatura tera também acelerado o desenvolvimento, pois
os girinos deste tratamento tiveram periodos larvares menores, ainda que a diferenca também

nao tenha sido significativa.
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Houve diferengas no tamanho dos recém-metamorfoseados entre os tratamentos
primavera normal e onda de calor. Houve custos inerentes ao desenvolvimento mais répido,
pois os girinos sujeitos a onda de calor metamorfosearam-se com tamanho mais diminuto.
Neste grupo a dieta animal foi vantajosa, permitindo-lhes alcancar maiores tamanhos
(semelhantes aos dos girinos que ndo passaram pela onda de calor), comparados com os da

dieta mista.

Alguns estudos mostraram que pode existir uma relagdo negativa entre o periodo
larvar e o tamanho relativo dos membros posteriores (Blouin e Brown, 2000; Nicieza et al.,
2006). Estes resultados coincidem com o deste estudo, mas apenas para os recém-
metamorfoseados do tratamento onda de calor com dieta animal, que se desenvolveram mais
depressa e apresentaram membros posteriores proporcionalmente maiores. Os individuos
com elevada taxa de crescimento e rdpido desenvolvimento podem estar expostos a
concentragdes elevadas de hormonas produzidas pela tirdide durante um curto periodo de
tempo. Uma vez que estas hormonas regulam a metamorfose e o desenvolvimento dos
membros, isto pode resultar no desenvolvimento de membros posteriores relativamente
maiores (Emerson, 1986). No entanto, o maior tamanho dos membros posteriores neste grupo
ndo resultou numa capacidade de salto acrescida, provavelmente porque aumentos reduzidos
do tamanho dos membros posteriores nao resultam no melhoramento significativo da
performance (Richter-Boix et al., 2006; Van Buskirk e Saker, 2001), sendo necessario um
aumento de 10% do tamanho dos membros para haver influéncia substancial na locomogao

(Emerson, 1978).

Os recém-metamorfoseados do tratamento onda de calor com dieta animal
apresentaram peso maior que os deste tratamento com dieta mista; por outro lado este
pardmetro foi semelhante aos dos individuos dos tratamentos primavera normal e quente com
dieta animal. Comparando os efeitos das dietas animal e mista no crescimento e no
desenvolvimento, observou-se que a dieta animal foi a Unica que conseguiu, de algum modo,
compensar o efeito acelerador desencadeado pela onda de calor, permitindo aos girinos
atingirem tamanhos a metamorfose relativamente maiores que os da dieta mista. Em termos
de tamanho corporal parece ser muito vantajoso ter uma dieta rica em proteinas,

principalmente quando a temperatura do meio aumenta.
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Consideracoes finais

Durante a época de reproducdo, D. galganoi enfrenta o constrangimento da
dessecacdo dos habitats efémeros onde as posturas sdo colocadas (Diaz-Paniagua, 1992). Este
estudo mostrou que ndo é vantajoso atrasar a época de reprodugdo pois os girinos podem
ficar expostos a onda de calor que possam acontecer no inicio da Primavera. Podera também
ser vantajoso que a reproducdo aconteca relativamente cedo, ou seja, ainda durante o Inverno
ou inicio da Primavera, pois possibilitara aos juvenis encontrarem condi¢cdes no meio terrestre
favordaveis ao seu crescimento e sobrevivéncia. Isto porque as taxas de crescimento dos juvenis
no meio terrestre dependem da chuva. Quando chove a taxa de crescimento dos recém-
metamorfoseados é maior, enquanto na época seca a taxa de crescimento é menor (Cabrera-
Guzman et al., 2013). No entanto, antecipar demasiado a reproducdo também tem riscos,
relacionados com a possibilidade de congelamento dos charcos, caso as posturas sejam

colocadas em pleno Inverno.

Observou-se que perante a possibilidade de escolha, o ideal é evitar uma dieta
baseada maioritariamente em plantas, pois os seus efeitos em combinagdo com aumento da
temperatura podem ser catastréficos. No entanto, os girinos que foram colocados perante
essa escolha (os submetidos ao tratamento dieta mista), optaram por uma dieta que nado foi a
mais vantajosa. Como ja foi referido acima, esta escolha pode ter implicagbes para a fitness do
futuro juvenil e adulto, indicando que esta espécie ndo estara adaptada as consequéncias de

alteracdes repentinas da temperatura.

Em charcos efémeros tanto a cobertura de plantas como a existéncia de
macroinvertebrados podem ser reduzidas (Grillas et al., 2004). Como tal, sem uma dieta
adequada pode ser dificil contrabalancar os efeitos negativos desencadeados pelo aumento da
temperatura. Ndo existem muitos estudos semelhantes com espécies que se reproduzem em
habitats efémeros, mas num realizado com o sapo Scaphiopus couchii observou-se que uma
dieta a base de plantas, pobre em proteinas, ndo é letal a medida que a temperatura aumenta
e a duragdo dos charcos diminui (Newman, 1989). Isto indica que uma dieta baseada em
plantas pode ser vantajosa para umas espécies e desfavoravel para outras, mostrando assim a
possivel existéncia de adaptagdes diferentes por parte dos girinos de espécies diferentes. Por
outro lado, uma dieta rica em proteinas pode ser importante em charcos oligotréficos ou em
charcos com elevada densidade de girinos. Este cendrio é provavel no caso de D. galganoi,
uma vez que se reproduz em corpos de agua de pequenas dimensdes e poucos profundos
(Escoriza e Boix, 2014) que podem ter baixa producdo de algas e onde a densidade larvar inicial

pode ser elevada (Nicieza et al., 2006). Perante estas condi¢des um rapido desenvolvimento

37



e/ou crescimento permitido por uma dieta carnivora pode reduzir a mortalidade associada ao
aumento da temperatura e a disseca¢do do charco, permitindo a chegada a metamorfose com

sucesso em presenga de temperaturas mais elevadas.

O aquecimento global podera aumentar a temperatura do ar e alterar os regimes de
pluviosidade em varias dreas do globo (IPCC 2007). Uma consequéncia deste aumento de
temperatura serd o aquecimento da temperatura nos charcos e os menores hidroperiodos
destes habitats durante os anos secos (McMenamin et al., 2008). A dessecacdo dos charcos
impde um grande constrangimento de tempo para o desenvolvimento larvar (Tejedo et al.,
2010), impondo o aceleramento das taxas de desenvolvimento a custa do crescimento, de
modo a metamorfose ocorrer antes de o charco secar (Denver, 1997, Newman, 1989),
resultando em recém-metamorfoseados mais pequenos e podendo haver implicacdes na
fitness do juvenil e do adulto resultantes (Smith, 1987). Por outro lado, o declinio de
populagdes de anfibios tem sido correlacionado com eventos climaticos. Estes eventos
extremos podem influenciar, indirectamente, o comeg¢o da época de reproducdo, a facilitacdo
de propagacdo de epidemias, etc., e portanto, terdo impacto ao nivel da sobrevivéncia dos
anfibios globalmente (Carey e Alexander, 2003). Nos ultimos anos tem se verificado o
desaparecimento de muitas espécies de anfibios a um ritmo elevado (Stuart et al., 2003). Uma
melhor compreensdo sobre o efeito conjunto da temperatura e da dieta dos girinos ird
beneficiar os programas de conservacao relacionados com reproducdo, os quais poderdo ser a
ultima hipotese para muitas espécies de anfibios que se encontram em declinio (Mendelson et
al., 2006). Os resultados presentes neste estudo mostraram que esta espécie ndo se encontra
adaptada a ocorréncia de ondas de calor, pondo em risco a sobrevivéncia dos girinos e
consequentemente dos recém-metamorfoseados, tendo implicagdes no futuro recrutamento e
na estabilidade da populacdo. Sendo esta uma espécie endémica da Peninsula Ibérica, que se
encontra classificada como quase ameacada (Cabral et al., 2005), no futuro poderdo ser
necessarias medidas de conservagdao mais fortes. Outra vantagem deste estudo foi mostrar
como dois factores abidticos influenciam a metamorfose de D. galganoi, possibilitando a

optimizacdo das condi¢cdes do meio em caso de conservacgao tanto ex-situ como in-situ.
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