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PERSPECTIVA DO IMPACTO GERADO PELO AUMENTO DA TEMPERATURA
SOBRE ASSEMBLEIA DE ANUROS DO CORREDOR CENTRAL DA MATA
ATLANTICA

RESUMO

As mudancas climaticas, destruicdo e fragmentacdo do habitat representam atualmente os
fatores de maior impacto sobre a biodiversidade. Dentre os vertebrados, os anfibios sdo
considerados o grupo mais sensivel as perturbacdes ambientais, uma vez que suas fungdes
fisiologicas basicas sdo fortemente influenciadas pela temperatura do ambiente e
caracteristicas como permeabilidade da pele e ciclos de vida complexos os tornam mais
suscetiveis as alteracdes ambientais. Neste contexto, o presente estudo objetivou: (1)
descrever a tolerancia ao aquecimento (TA) de nove espécies de anuros com desenvolvimento
direto com ocorréncia na Mata Atlantica do sul da Bahia, no cendrio atual e futuro; (2) avaliar
o potencial de dispersdo dos anuros no Corredor Central da Mata Atlantica, utilizando uma
abordagem baseada na conectividade ecoldgica entre os fragmentos e modelos de distribui¢do
potencial da area avaliada. Para analise da TA foi determinada a Temperatura Critica maxima
(CTmax) das espécies pelo método dinamico de Hutchison e o perfil térmico do ambiente
(temperatura do ar e dos possiveis abrigos). A analise de conectividade foi verificada com
base no mapa de distribuicdo de remanescente da Mata Atlantica disponibilizado pelo SOS
Mata Atlantica e as distancias entre os fragmentos calculadas no software Conefor 2.6. As
espécies avaliadas ndo estdo vulneraveis as temperaturas experimentadas atualmente, pois
estratégias comportamentais (e.g. busca por refugios e periodo de atividade) permitem que
estas suportem os dias mais quentes sem estarem expostas a temperaturas proximas a sua
CThax. Atualmente, o Corredor Central da Mata Atlantica encontra-se muito fragmentado,
com poucos remanescentes florestais apresentando bons indices de conectividade. Diante da

previsdao do aumento da temperatura global para este século e projecdo de retragdo da floresta
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na area do Corredor Central da Mata Atlantica em decorréncia das mudancas climaticas, a
condicdo de vulnerabilidade dos anuros torna-se iminente. A exposicdo das espécies a
temperaturas muito proximas de suas CTpax por periodos mais longos poderad causar estresse
fisiologico que comprometera fungdes bioldgicas importantes ou até mesmo leva-los a morte.
A falta de conectividade entre os fragmentos limitara o fluxo genético entre as populacdes o
que consequentemente causara um efeito negativo na adaptacdo das espécies as novas
condicdes ambientais, bem como inviabilizara possiveis fluxos de espécies em busca de
reflgios térmicos em areas de altitude. Como medidas de mitigagdo do efeito das mudangas
climaticas e fragmentagdo, aconselhamos a implementagdo de agdes que visem restabelecer a
conectividade entre os fragmentos com maior probabilidade de se manterem em uma
perspectiva de mudangas climaticas, bem como entre os remanescentes de florestas de
baixadas e altitude com intuito de manter o fluxo genético entre as populagdes ¢ garantir o

acesso das espécies de florestas de baixadas as florestas de altitude.

Palavas-chave: Mudancas climaticas, CTp., Fragmentagdo, Conectividade, Refugio

bioclimatico



ABSTRACT

Climate change, habitat destruction and fragmentation currently represent the major impacting
factors on biodiversity. Among vertebrates, amphibians are considered the most sensible
group to environmental disturbances, once that their basic physiological functions are strongly
influenced by environmental temperature and characteristics as skin permeability and
complex life cycles, which make them more susceptible to environmental changes. In this
context, the present study aimed to: (1) describe warming tolerance (WT) of nine amphibian
species with direct development occurring in the Atlantic Forest of southern Bahia, in the
present and future scenario; (2) evaluate the dispersal potential of the anurans of the Atlantic
Forest Central Corridor using an approach based on ecological connectivity between the
fragments and models of potential distribution of the evaluated area. For WT analysis the
Maximum Critical Temperature (CTpax) of the species was determined using the Hutchison
dynamic method and the thermal profile of the environment (temperature of the air and inside
possible shelters). The connectivity analysis was verified based on a map showing the
distribution of Atlantic Forest remnants made available by SOS Mata Atlantica and the
distance between the fragments was calculated using the software Conefor 2.6. The evaluated
species are not vulnerable to the experienced temperatures because behavioral strategies (e. g.
search for shelter and activity period) allow them to face the hottest days without being
exposed to temperatures nearing their CTyax. Currently the Central Atlantic Forest Corridor is
very fragmented, with only few forest remnants showing good connectivity indices. Given the
forecast of rising global temperatures for this century and projections of forest retractions in
the area of the Central Atlantic Forest Corridor due to climate change, the condition of
vulnerability of anurans becomes imminent. Exposure of the species to temperatures very

close to their CTyax for longer periods may cause physiological stress that could compromise



important biological functions or even lead to death. The lack of connectivity between the
fragments will limit gen flow between populations resulting in negative effects in the
adaptation of the species to novel environmental conditions, as well as prevent possible
species flows in search of thermal refuges in areas of altitude. As mitigation measures for the
effect of climate change and fragmentation, we advise the implementation of actions aimed at
restoring connectivity between the fragments with better chances of remaining under a
perspective of climate changes, as well as between lowland and highland remnants with the
aim of maintaining the gen flow between the populations and guarantee the access of lowland

forests species to highland forests.

Key words: Climate change, CTmax, Fragmentation, Connectivity, Bioclimatic refuges.
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INTRODUCAO GERAL

As mudangas climaticas estdo presentes no planeta Terra desde o seu principio.
Algumas das maiores alteragdes climaticas na historia geologica da Terra foram
desencadeadas pela sucessdo de eventos de resfriamento e aquecimento da atmosfera (Muller
et al., 1997; Zachos et al., 2001). As variacdes nas caracteristicas climaticas do planeta, em
conjunto com outros fatores, foram responsaveis por extingdes em massa e contribuiram para
modelar a distribuicdo atual das espécies e biomas.

Em certos momentos da historia, a Terra sofreu um aquecimento semelhante ao
observado atualmente. Durante o terceiro periodo interglaciario (entre 130.000 e 114.000) a
temperatura média chegou ser 3 a 5°C mais alta do que a observada atualmente (Kaspar et al.,
2005). No entanto, ¢ notavel uma diferenga entre a variabilidade natural do clima e a causada
por forcas externas (influéncia humana) (IPCC, 2014). Durante o século passado, a
temperatura média do planeta subiu 0,6°C, entretanto, para este século ¢ esperado um
aumento cinco vezes maior que o observado no século passado (IPCC, 2014). Isto significa
que muitos ecossistemas serdo sujeitos a uma taxa de aquecimento muito superior aquela a
que estiveram sujeitos nos ultimos milhares de anos.

Smith et al. (2009) sugerem que aumentos menores de temperatura seriam suficientes
para desencadear impactos ambientais severos. Assim, algumas espécies comegardo a sofrer
os efeitos do aquecimento antes de cumprirem-se na totalidade as previsdes de aumento de
temperatura feitas pelo IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change - Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas) (Katzenberger et al., 2012).

Alguns estudos ja t€ém associado o declinio e/ou extingdo de espécies de peixes
(e.g.Trape, 2009), anfibios (e.g. McMenamin et al., 2008; D’amen & Bombi, 2009), répteis

(e.g. Sinervo et al., 2010), aves (e.g. Gilchrist & Mallory, 2005) e mamiferos (e.g. Beever et



al.,2011), a uma maior frequéncia de eventos climaticos extremos ¢ mudangas nos padrdes de
chuvas em diversas regides do mundo. Embora declinios populacionais estejam sendo
associados ao aumento da temperatura, o registro dessas acima da tolerdncia térmica maxima
das espécies ainda ndo é considerada a causa direta desses declinios devido ao comportamento
dos animais de evitar exposi¢do a altas temperaturas (McCarty, 2001; Cahill et al., 2013). O
uso de refugios térmicos pode reduzir o risco de mortalidade por exposicdo direta a altas
temperaturas, uma vez que, nesses microambientes, a temperatura tende ser inferior ao
observado no ambiente de forrageamento, tornando possivel a manutengdo de processos
biolégicos dependentes da temperatura, mesmo apos um evento de elevagdo da temperatura
ambiental (Kearney et al., 2009).

Os declinios populacionais podem estar associados aos efeitos indiretos do
aquecimento, como disponibilidade de alimento, limitagdo de oxigénio, redugdo no tempo de
forrageamento, restricdo de funcdes metabolicas ou assincronia fenoldgica entre espécies
(Portner & Knust, 2007; Kearney et al., 2009; Sinervo et al., 2010; Singer & Parmesan,
2010), bem como, pelos efeitos ndo-letais como aumento na taxa de desenvolvimento (Trnka
et al., 2007; Juszczak et al., 2013; Kjersgaard et al., 2013), deslocamento para areas
termicamente mais favoraveis (Perry et al., 2005), antecipag@o do periodo reprodutivo (Crick
& Sparks, 1999; Dunn & Winkler, 1999) e alteragdo do canto de anuncio (Narins &
Meenderink, 2014). Além disso, as mudangas climaticas podem atuar de forma conjunta com
outros fatores de ameacga (e.g. poluicdo e fragmentacdo), visto que estressores ambientais ndo
agem isolados em ambientes naturais, mas em combinagdo com muitos outros fatores
(Blaustein & Kiesecker, 2002; Qian et al., 2008; Cahill et al., 2013).

A maior parte da biodiversidade terrestre ¢ representada por animais ectotérmicos.
Esses sdo muito suscetiveis ao aquecimento global porque a temperatura ambiente influencia

diretamente suas fungdes fisiologicas basicas (crescimento, desenvolvimento e reprodugdo)



(Hochachka & Somero, 2002). Assim, para esses organismos, a maioria dos processos
fisiologicos decorre em um intervalo de temperaturas do corpo que define uma curva de
desempenho térmico (Huey & Stevenson, 1979). Esta curva de sensibilidade térmica aumenta
gradualmente a partir de uma temperatura critica minima (CTyi,), @ uma temperatura 6tima
(Topt), € depois cai rapidamente a uma temperatura critica maxima (CTmax). Os limites
térmicos criticos definem a faixa de tolerancia térmica de um organismo. Deste modo, em
temperatura ideal o organismo obtém seu melhor desempenho, ao passo que, em temperaturas
abaixo ou acima da faixa de tolerancia ha reducdo ou até mesmo perda das fungdes
fisiologicas vitais (Hillman et al., 2009).

Considerando a grande diversidade de espécies ectotérmicas nas florestas tropicais, os
conhecimentos acumulados ainda sdo insuficientes para predizer quais serdo as respostas
destas frente as previsdes de aumento da temperatura global. Estudos fisioldgicos sugerem
que as espécies tropicais apresentam capacidade limitada para se aclimatar, tolerancias
térmicas estreitas e ja estdo vivendo perto de seus limites térmicos superiores (Deutsch et al.,
2008; Tewksbury et al., 2008; Huey et al., 2009; Dillon et al., 2010; Duarte et al., 2012;
Laurance et al., 2011). Assim, possiveis mudangas climaticas, que ocasionem aumento de
temperatura, levariam estes organismos ao estresse térmico ou os obrigariam a migrarem para
latitudes mais altas ou para areas de altitude (e.g. florestas montanas) em busca de refugios
bioclimaticos. Todavia, a reducdo de temperatura em um deslocamento latitudinal na zona
tropical ¢ muito menor do que a variagdo de temperatura altitudinal (Colwell et al., 2008).
Consequentemente, para espécies tropicais afetadas pelo aquecimento a busca por refugios
térmicos em areas montanhosas € mais provavel do que mudangas latitudinais (Bush, 2002;
Bush & Hooghiemstra, 2005), principalmente, para organimos que possuem baixa capacidade

de dispersdo, como os anfibios (Smith & Green, 2005).



Dentre os ectotérmicos os anfibios sdo considerados o grupo de maior vulnerabilidade.
De acordo com a Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN, 2008),
aproximadamente 32% das espécies de anfibios estdo ameagadas em todo o mundo.
Atualmente, o Brasil abriga a maior diversidade mundial de anfibios, com 1080 espécies
(Segalla et al., 2016), sendo que das 973 espécies inseridas na ultima avaliacdo nacional de
espécies ameacadas, 41 estdo em categorias de ameaga (em extingdo, vulneraveis e
criticamente em perigo), 22 quase ameacadas e 167 classificadas como dados insuficientes
(MMA, 2014). Além disso, para os anfibios, caracteristicas como permeabilidade da pele e
ciclos de vida complexos com metamorfose os obrigam a viverem parte da vida em ambientes
aquaticos e outra parte em ambientes terrestres tornando-os mais suscetiveis as mudancas
ambientais (Wells, 2007).

Declinios populacionais e extingdes de anfibios tém sido bem documentados
(Blaustein, 1994; Stuart ef al., 2004; Pounds et al., 2006). As ameagas as suas populagdes sao
também aquelas que tém afetado a biodiversidade global, sendo a mudanca climatica uma das
principais preocupagdes (Collins & Crump, 2009; Alford, 2011; Hof et al., 2011). O aumento
da temperatura ndo tem sido considerado como causa direta de eventos letais em anfibios
(Carey & Alexander, 2003), embora estudos recentes tenham sugerido que isso pode mudar
em um futuro proximo, caso as previsdes de aquecimento estejam corretas (e.g. Duarte et al.,
2012; Gutiérrez-Pesquera et al., 2016).

Hutchison (1961) e Brattstrom (1968) apresentaram, na década de 60, importantes
contribuicdes sobre a fisiologia térmica em anfibios. Nas ultimas trés décadas a producao de
conhecimento a cerca deste tema aumentou expressivamente, tendo como proposito entender
as respostas fisiologicas destes animais frente as previsdes de aquecimento global (Hutchison
& Dupré, 1992; Rome et al., 1992; Ultsch et al., 1999; Wells, 2007; Hillman et al., 2009;

Navas et al., 2008; Katzenberger, 2009; Duarte et al., 2012; Sanabria et al., 2012; Sanabria et



al., 2013; Simon et al., 2015; Gutiérrez-Pesquera et al., 2016). No Brasil, as pesquisas sobre
este tema tem se desenvolvido nos ultimos anos (Tejedo et al., 2012; Simon et al., 2015;
Gutiérrez-Pesquera et al., 2016), entretanto ha uma parcela consideravel de espécies a serem
avaliadas.

Os estudos sobre fisiologia térmica em anfibios centraram-se principalmente na fase
larvéaria, pois estas representam um bom modelo para estes estudos, uma vez que, por serem
aquaticas suas temperaturas corporais sdo iguais as do meio envolvente, ndo desidratam com
o calor como nas fases terrestres e as caracteristicas do ambiente aquatico limitam as suas
possibilidades de termorregulagdo (Huey, 1974; Huey & Stevenson, 1979; Spotila et al.,
1992; Wu & Kam, 2005; Katzenberger et al., 2012).Contudo, utilizando apenas a fase larvaria
deixamos de avaliar a vulnerabilidade das espécies na fase adulta, bem como uma parcela
consideravel das espécies de anuros que apresentam desenvolvimento direto. Atualmente,
existe pouca informacdo disponivel para a fase adulta (Hutchison, 1961; Brattstrom, 1968;
Sanabria et al., 2012; Sanabria et al., 2013) e nenhuma informacdo a cerca da fisiologia
térmica para espécies de anfibios com desenvolvimento direto.

Neste sentido, o presente trabalho organizado em dois capitulos, busca expandir o
conhecimento dos possiveis impactos ambientais decorrentes das mudancas climaticas sobre
anuros na regido Sul da Bahia. No Capitulo 1, apresentamos uma avaliacdo da tolerdncia ao
aquecimento em anuros que apresentam desenvolvimento direto. No Capitulo 2, buscamos
quantificar o grau de conectividade entre fragmentos florestais no cendrio presente e futuro
para avaliar a viabilidade de migracdo das populacdes presentes em areas de baixada para

areas de altitude em busca de possiveis refugios bioclimaticos.
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Vulnerabilidade de anfibios anuros neotropicais com desenvolvimento direto ao

aquecimento global

Resumo: As mudangas climaticas estdo entre as principais ameacas a biodiversidade,
sobretudo em areas tropicais. Os anfibios sdo considerados um dos grupos de animais mais
sensiveis as mudangas climaticas, uma vez que suas fung¢des fisiologicas basicas sdo
fortemente influenciadas pela temperatura do ambiente e caracteristicas como permeabilidade
da pele e ciclos de vida complexos os tornam mais suscetiveis as alteracdes ambientais. Neste
estudo avaliamos a tolerancia ao aquecimento (TA) de nove espécies de anuros com
desenvolvimento direto, no cenario atual e futuro. Para isto, determinamos a Temperatura
Critica Méxima (Ctyax) das espécies e verificamos o perfil térmico do ambiente (temperatura
do ar e dos possiveis abrigos) em uma area neotropical. As CTp,x das espécies foram
significativamente diferentes, ndo apresentando sinal filogenético, indicando que esta resposta
fisiologica pode ser influenciada pela interacdo de caracteristicas especificas da espécie e seu
nicho realizado. Entre as espécies avaliadas a mais vulneravel foi Haddadus binotatus e a que
apresentou maior tolerancia foi Pristimantis sp. 2. Embora a temperatura maxima do ar tenha
superado a CTp,x de algumas espécies, as mesmas ndo se encontram em risco iminente, pois
as temperaturas mais altas ocorreram durante o dia, periodo em que as espécies encontram-se
nos abrigos, onde a temperatura ¢ em média 4°C abaixo da temperatura do ar. Assim as
espécies conseguem suportar os dias mais quentes sem estresse térmico. Considerando a
projecdo de aquecimento futuro para o poligono de distribui¢do de cada espécie observa-se
que em algumas regides ao longo de suas distribuicdes, mesmo abrigadas, algumas espécies
experimentardo temperaturas muito proximas aos seus limites térmicos. Por desconhecer os

efeitos da exposicdo prolongada a temperaturas proximas de suas CTp,x sobre as fungdes
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biolodgicas dessas espécies, acreditamos que estas poderdo estar em risco caso a projecdo de
aquecimento se confirme. Recomendamos que sejam realizados estudos para avaliar as
alteracdes fisiologicas que ocorrem nos organismos que estejam expostos por longos periodos
a temperaturas proximas as suas CTp., bem como o efeito do aquecimento no

desenvolvimento dos ovos.

Palavras-chave: Tolerancia térmica, CTy,x, variacdo inter-especifica, aquecimento global.

Introducao

A temperatura ¢ um fator determinante para a sobrevivéncia dos organismos, pois
influencia diretamente as reacdes bioquimicas responsaveis pela manutencdo de processos
fisiologicos vitais (Hochachka & Somero, 2002), podendo atuar nos padrdes de abundancia e
distribuicdo das espécies, bem como em suas diversas intera¢des ecologicas (Dunson &
Travis, 1991; Titon et al., 2010; Prates et al., 2013). Neste sentido, sob condigdes térmicas
ideais, os organismos desempenham com maior eficiéncia suas func¢des biologicas (Angilletta
et al., 2002; Schulte et al., 2011).

De acordo com o IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), os impactos
mais relatados das mudancas climaticas s@o atribuidos ao aumento da temperatura global e/ou
mudangas nos padroes de precipitacdo. Estas mudancas climaticas tem causado alteracdes
significativas nos padrdes de distribuicdo e fenologia de diversas espécies, bem como na
estrutura ¢ funcionamento dos ecossistemas (Root et al., 2003; Parmesan, 2006). Estas tém
sido apontadas como uma das principais ameacas para a biodiversidade (Sala et al., 2000;

Pereira et al.,, 2010) e indicadas como causa de extingdo, por tornar as condi¢cdes do habitat
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inadequadas para as espécies, ou por agir em sinergia com outras ameacas (Brook ef al., 2008;
Loyola et al.,2012).

Dada a influéncia direta da temperatura na sobrevivéncia dos ectotérmicos, estudos
tém demonstrado cada vez mais mudangas nos padrdes de distribuicdo e vulnerabilidade de
certas espécies relacionadas com o aumento da temperatura global (e.g. Thomas et al., 2004;
Stuart et al., 2004; Pounds et al., 2006; Sodhi et al., 2008; Lawler et al., 2009; Blaustein et
al., 2010; Duarte et al., 2012;. Loyola et al.,, 2013;. Pimm et al., 2014; Nori et al., 2015).
Neste sentido, a avaliacdo da tolerancia térmica das espécies € essencial para estimar sua
vulnerabilidade ao aquecimento (Tejedo et al., 2012).

A tolerancia as mudangas de temperatura, caracterizada pela diferenca entre a
fisiologia da espécie e caracteristicas térmicas do ambiente, foi estudada especialmente em
animais ectotérmicos (Cowles & Bogert, 1944; Brett, 1956). Este grupo de espécies
representa atualmente a maior parte da biodiversidade global e suas func¢des fisioldgicas estdo
diretamente atreladas a temperatura do ambiente, tornando-os mais sensiveis as mudangas
climaticas (Huey & Stevenson, 1979; Cossins & Bowler, 1987; Angilletta et al., 2002; Huey
et al.,2009).

Um dos parametros fisioldgicos mais confidveis para estimar os limites maximos de
tolerancia térmica € a temperatura critica maxima (CTpax) (Cowles & Bogert, 1944). O CTpax
¢ uma medida na qual a atividade locomotora ¢ comprometida e o organismo perde a
capacidade de escapar de condigdes que rapidamente poderiam leva-lo a morte (White, 1983).
A identificagdo da CTmax permite uma previsdo de como essas populacdes seriam afetadas
com o aquecimento global e se elas ja vivem proximas de seus limites fisiologicos térmicos,
através da diferenca entre a CTy,.x € a temperatura maxima (Tp.x) do seu ambiente definida
como tolerancia ao aquecimento (TA) (Deutsch et al, 2008). Esta métrica representa a

estimativa da vulnerabilidade das espécies ao aumento da temperatura global, ou seja, quantos
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graus o meio ambiente podera aquecer até que a espécie entre em colapso (Somero, 2002;
Deutsch et al., 2008).

Atualmente os anfibios s@o considerados o grupo de vertebrados mais ameagado do
mundo (Hoffmann et al., 2010), e declinios populacionais e extingdes de espécies vém sendo
associadas as mudancas térmicas do ambiente (Pounds ef al., 2006; D’amen & Bombi, 2009).
Embora ndo haja evidéncias de que o aumento da temperatura seja responsavel por episodios
letais em anfibios (Carey & Alexander, 2003), efeitos subletais como alteracdo na taxa de
desenvolvimento, na distribui¢do e fenologia reprodutiva das espécies também estdo sendo
descritos como consequéncia das altera¢des climaticas (e.g. Herreid & Kinney, 1967; Beebee,
1995; Blaustein et al, 2001; Rédder & Weinsheimer, 2009; Fouquet et al, 2010). Além
disso, estudos recentes mostram que muitas espécies de anfibios estdo vivendo em
temperaturas proximas de suas CTy,y, tornando-as vulneraveis diante das previsdoes de
aquecimento futuro (Duarte et al., 2012; Guti¢rrez-Pesquera et al., 2016).

A maior parte dos estudos que visam avaliar a tolerancia térmica em anfibios utiliza o
estagio larval (e.g. Tejedo et al., 2012; Duarte et al., 2012; Simon et al., 2015), uma vez que
sdo considerados bons modelos, pois, devido ao fato da agua ser um melhor condutor térmico
do que o ar, sua temperatura corporal equivale ao ambiente em que vivem, e ndo sofrem
desidratacdo quando expostos ao aquecimento (Burggren & Warburton, 2007; Spotila et al.,
1992). Além disso, a 4gua representa um ambiente termicamente mais homogéneo do que os
ambientes terrestres, 0 que diminui a disponibilidade de microambientes para os girinos
utilizarem como refiigios térmicos. Por outro lado, estudos com anfibios adultos ainda sdo
escassos (e.g. Brattstrom, 1968; Brattstrom, 1970; Snyders & Weathers, 1975; Sanabria et al.,
2012; Sanabria et al., 2013), sendo desconhecido at¢é o momento na literatura estudos que

avaliam a tolerancia térmica de espécies que nao apresentam estagio larval.
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Em ambientes de mata, por exemplo, espécies com desenvolvimento direto tendem a
apresentar certo dominio sobre espécies com desenvolvimento larval, e apesar de
apresentarem uma parcela menor em relagdo a riqueza de espécies, apresentam maior
representatividade em relag@o a densidade (Almeida-Gomes et al., 2008; Siqueira et al., 2009;
Siqueira et al., 2011; Rocha et al., 2013). Além disso, as espécies de desenvolvimento direto
neotropicais compreendem cerca de 33% das espécies de anfibios neotropicais e quase 16%
das espécies de anuros nomeadas em todo o mundo (Frost, 2014). Sendo assim, estudos que
visam avaliar a tolerancia térmica de anfibios na fase adulta contribuirdo para tracar o
panorama de vulnerabilidade deste grupo, em especial para as espécies de desenvolvimento
direto, dentre as quais metade é considerada ameagada de extingdo (IUCN, 2015).

Diante disso, os objetivos deste estudo foram: 1) descrever a tolerdncia térmica ao
aquecimento de diferentes espécies de anfibios anuros com desenvolvimento direto com
ocorréncia na Mata Atlantica do sul da Bahia; 2) avaliar a existéncia de diferengas
interespecificas na tolerancia das espécies e 3) verificar a vulnerabilidade atual e futura das

espécies com base nas tolerancias ao aquecimento.

Material e Método

Espécies alvo

Para este estudo foram selecionadas nove espécies endémicas da Mata Atlantica que

apresentam desenvolvimento direto (modo reprodutivo 23) (Pombal & Haddad, 2005), devido

ao fato dessas estarem expostas apenas a um tipo de ambiente (terrestre) ao longo de sua vida

¢ apresentarem diferencas na amplitude da sua distribuicdo geografica, bem como na
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utilizagdo de distintos microambientes (Tabela 1). Entre as espécies selecionadas, quatro delas
(Pristimantis sp. 1; P. sp 2; Adelophryne sp. 1 e A. sp.2) representam novas espécies para a

ciéncia e estdo em fase de descricdo. Todas as espécies avaliadas possuem habitos noturnos.

Tabela 1. Lista das nove espécies-alvo endémicas da Mata Atlantica, com informagdes sobre
distribuicdo geografica, tipo de habitat, microambiente utilizado e tamanho corporal.

Espécies Distribuicio Habitat Microambiente Tamanho* Fontet
Haddadus . AI'npl.aN Ambientes florestados Serapilheira Grande 1
binotatus distribuicdo
Pristimantis Bahiae  Ambientes florestados Vegetacao 1
X . . , . Médio 1
paulodutrai Sergipe e antropizados herbaceo-arbustiva
P. vinhai Sul da Bahia Ambientes florestados Yegetagao . Meédio 1
herbaceo-arbustiva
P.sp. 1 Sul da Bahia Ambientes florestados Yegeta(;ao . Meédio 2
herbaceo-arbustiva
P.sp. 2 Sul da Bahia Ambientes florestados Bromélias Meédio 2
E.leutherodaclylus Sul da Bahia Ambientes florestados Serapilheira Médio 1
bilineatus
Adelophryne . . S
Sul da Bahia Ambientes florestados Serapilheira Pequeno 1
mucronatus
Asp. 1 Igggﬁ?;a’ Ambientes florestados Serapilheira Pequeno 2
A. sp. 2 Sul da Bahia Ambientes florestados Serapilheira Pequeno 2

* Comprimento rostro-cloacal: pequeno = 0-1.5 cm; médio = 1.51-3.0 cm e grande>3.1 cm; T
Fonte: 1= Haddad et al. 2013; 2 = este estudo

Coleta e acondicionamento dos individuos

Os espécimes foram coletados entre os meses de janeiro e dezembro de 2015. O

esforco de amostragem foi concentrado no municipio de Igrapitina, na Reserva Ecologica
Michelin (13°48'S, 39°10'0) e na Fazenda Juliana (S13° 50' 24.2"S; 39° 16" 52.3' O), sul da

Bahia, Brasil. Foram realizadas sete campanhas de campo com durag@o de 5-7 dias de coleta,
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sendo duas para Fazenda Juliana e cinco para a Reserva Ecologica Michelin. Além disso,
todos os exemplares analisados de Pristimantis sp. 2 foram obtidos em uma saida de campo
para a Serra da Pedra Lascada (14° 46' 26" S; 39° 32' 08.6" O), no municipio de Barro Preto,
Bahia. Essa espécie também foi encontrada em Igrapitina, contudo em numero insuficiente
para as analises e por ser a Unica espécie analisada que utiliza bromélias, a conservamos em
nossas analises.

Os espécimes foram procurados ativamente durante a noite, coletados manualmente e
acondicionados em sacos plasticos transparentes ¢ umidos. Os individuos coletados foram
imediatamente transportados para o Laboratério de Zoologia de Vertebrados da Universidade
Estadual de Santa Cruz, [1héus, Bahia, Brasil ou para o Centro de Estudos da Biodiversidade
(CEB) da Reserva Ecologica Michelin, onde foram acondicionados em terrarios (32 x 22 x 24
cm), com serrapilheira imida para evitar desidratacdo, em numero maximo de 10 individuos
da mesma espécie por terrario e alocados em uma sala com temperatura controlada onde

ocorreu a etapa de aclimatacdo (ver topico abaixo).

Determinagdo da tolerancia téermica maxima (CT,uy) das espécies-alvo

Os experimentos consistiram na determinagdo das tolerancias témicas maximas
(CTmax) das espécies pelo método dindmico de Hutchison (Lutterschmidt & Hutchison, 1997).
Este método consiste no aumento gradual da temperatura até chegar a uma resposta
fisiologica particular.

Antes de iniciar o experimento de CTy.x 0s espécimes foram aclimatados em
laboratorio por dois dias a uma temperatura de 25°C, que equivale a temperatura média em
seu habitat natural, ¢ com fotoperiodo natural (12 horas claro-escuro). Esse processo ¢

normalmente utilizado em estudos de tolerancia térmica (e.g. Tejedo et al, 2012), pois
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neutraliza possiveis efeitos de perturbagdes fisiologicas associados a variagdes bruscas de
temperatura, eliminando assim possiveis ruidos no resultado. Nenhum alimento foi ofertado
aos exemplares durante a aclimatacao.

Ap6s o periodo de aclimatagdo, os espécimes foram acondicionados individualmente
em recipientes plasticos (copos de 400 ml com 8,5 cm de didmetro da boca x 5 cm de
diametro na base x 11 cm de altura) com agua declorada suficiente para manter o individuo
sempre em contato com a agua (= 35 ml). Para a manuten¢do dos individuos no copo e em
constante contato com a agua, foi utilizada uma rede de contencdo (malha 5x1 mm) (Figura
1). Os recipientes contendo os espécimes foram colocados aleatoriamente em banho-maria e
expostos a taxa de aquecimento constante a partir da temperatura de aclimatacdo (25°C), até
apresentarem a resposta motora estabelecida para o final do experimento, ou seja, quando o
individuo foi colocado sobre o dorso dentro do copo € ndo conseguiu voltar a sua posigdo
original. A taxa de aquecimento lenta (0,05°C.min™") foi utilizada por ser considerada

ecologicamente mais relevante, pois assemelha-se com as taxas encontradas em ambiente

natural (Tejedo et al,, 2012).

Figura 1. Acondicionamento das espécies para experimento de determinagdo da CTp. A =
Acondicionamento dos copos no equipamento de Banho Maria; B = Acondicionamento dos
espécimes no copo.
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Para cada individuo, ao final do experimento, a temperatura da agua foi medida com
termometro de leitura rapida (Miller & Weber, Inc; precisdo de = 0,1°C), considerando-se a
temperatura da agua semelhante a temperatura do corpo (Tejedo et al., 2012), e o individuo
transferido para recipiente individual com agua a temperatura de aclimatagdo (25°C) para
facilitar sua recuperagdo. Apos o periodo de recuperagdo (24 h) os individuos foram pesados
em balanga analitica (Radwag, AS 220/C/2; £ 0,001 g) para verificar possivel relacdo entre
peso € CTax. Nos casos que ndo houve a recuperacdo do espécime, ou seja, o individuo
morreu no intervalo das 24 h subsequentes ao experimento, o dado da CTy,.x obtido foi
descartado da andlise, pois este ultrapassou o limite maximo suportado pelo espécime.

Apds o fim dos experimentos os espécimes foram sacrificados por meio de overdose
de cloridato de lidocaina a 2% em forma de gel, seguindo o protocolo estabelecido pela
portaria do Conselho Federal de Biologia n® 148/2012 e fixados em formalina 10% para

posterior inclusdo na Coleg¢do Herpetologica da Universidade Estadual de Santa Cruz.

Determinagdo do perfil térmico da drea amostrada

A caracterizacdo do perfil térmico dos ambientes amostrados foi realizada mediante a
instalacdo de dataloggers (HOBO Pendant temp/ligth, UA-002-64). Estes estavam
programados para registrar a temperatura a cada 30 minutos e permaneceram nos sitios de
junho a novembro de 2015. Eles foram instalados a 30 cm do solo para registrar a temperatura
do ar e, sob a serrapilheira, sob e dentro de troncos caidos e dentro de buracos para registrar a
temperatura de possiveis locais de refugios utilizados pelas espécies de desenvolvimento
direto. Quatro dataloggers foram instalados para registrar a temperatura do ar no interior da

floresta, e um datalogger foi instalado em cada categoria de reftgio.
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Estimativas da vulnerabilidade das espécies

A tolerancia ao aquecimento atual (TA) foi calculada pela diferenca entre a média de
CTmax de cada espécie e a média das temperaturas maximas registradas nos dataloggers
(Tmax), considerando, separadamente, a média das temperaturas maximas do ar e dos
provaveis reflgios.

Para calcular a tolerancia ao aquecimento futuro (TAF) foram obtidos poligonos de
distribuicdo de duas espécies (Pristimantis paulodutrai e Haddadus binotatus) no banco de
dados da TUCN (http://iucnredlist.org). Para as outras espécies criamos um shape com area de
distribuicdo baseado no minimo poligono convexo utilizando dados de ocorréncia obtidos no
Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Santa Cruz (MZUESC). Os poligonos foram
quadriculados para uma resolucdo de 0,5° x 0,5° para corresponder a resolucdo dos dados
climaticos atuais e futuros. Em seguida, os dados de ocorréncia das espécies foram
sobrepostos com os dados climaticos (temperatura maxima do més mais quente) ¢ extrairam-
se os valores de temperatura atual e futura para cada célula correspondente a area atual de
distribuicdo de cada espécie. Utilizamos dados climaticos atuais e futuros de acordo com o
CMIPS (http://cmip-pcmdi.llnl.gov), a partir de um modelo de clima global acoplado
atmosfera-oceano (AOGCMs): MIROCS5 simulado para 2050 no cenario de emissdes
moderadas (RCP 8.5, ver Taylor et al., 2012)

Posteriormente foi calculada a diferenca entre temperatura atual e futura dentro do
intervalo de cada espécie (AT) que representa quantos graus Celsius estdo previstos para
aumentar em cada quadricula da distribuicdo da espécie. Finalmente, foi considerado TAF
como a diferenca entre TA de cada espécie e AT. Portanto, cada célula tinha um valor de

TAF, permitindo calcular uma tolerancia ao aquecimento futuro média por espécie.
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Os valores de TAF foram projetados dentro do poligono de distribuigdo de cada
espécie e dentro dos poligonos das areas de remanescentes florestais da Mata Atlantica (SOS
Mata Atlantica) para verificar em quais regides as espécies se encontram mais vulneraveis em

um cenario futuro.

Analise estatistica

Os valores de CTyax das espécies foram comparados através de Analise de
Covariancia (ANCOVA), sendo a CTpax a varidvel dependente, a espécie o fator fixo e a
massa o cofator. Foi realizado teste post hoc de Tukey para avaliar quais espécies possuem
CTmax significativamente diferentes. As possiveis diferencas ente as temperaturas do ar e dos
refugios foram verificadas pela Andlise de Variancia (ANOVA). Estas analises foram
realizadas em programa estatistico R (versdo 3.1.3) carregado com os pacotes "multcomp"
(Hothorn et al., 2008) e "gplots" (Warnes et al., 2015). Para as analises foi considerado um
nivel de significancia de 0,05.

Teste para Independéncia Serial (TFSI) foi realizado para avaliar se o limite térmico
das espécies € um carater associado a sua historia filogenética. A andlise foi realizada
utilizando o programa Phylogenetic Independence 2.0 (Reeve & Abouheif, 2003). As arvores
foram montadas considerando as filogenias mais recentes para familias e géneros (Padial et
al., 2012) e as espécies que ndo apresentam filogenia estabelecida foram substituidas pelas

espécies consideradas filogenéticamente mais proximas.
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Resultados

A temperatura do ar e dos refiigios apresentou diferenga significativa (ANOVA: F=
69, 14; df=7; p<0,01; Figura 2).A temperatura do ar apresentou média de 21,92°C (sd + 2,11;
16,49 — 31,1°C;). Entre os possiveis refugios amostrados, nichos sob troncos caidos
apresentou menor média de temperatura: 22,60°C (sd + 1,44; 19,09 — 26,39), enquanto a
maior média: 23,51°C (sd = 1,33; 20,23 — 27,17) foi registrada no interior do tronco de
arvores. A serrapilheira, que representa a categoria com maior disponibilidade de area para
reflgios, teve temperatura média de 22,95°C (sd £+ 1,46; 18,71 — 26,78). Quando considerado
o horario de maior atividade das espécies (17:00 as 05:00), a temperatura do ar apresentou
valor médio de 21,16 °C (sd £+ 1,43; 16,80 — 26,58) e nos refligios apresentou média de 23,00
°C (sd = 1,25; 19,91 — 26,11). Para os horarios que as espécies encontram-se abrigadas (05:00
as 17:00) a temperatura do ar apresentou média de 22,55°C (sd +2,32; 16,23 — 31,67) e nos

reflgios apresentou média de 23,19 (sd £+ 1,33; 19,73 — 26,39).
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Figura 2. Perfis térmicos do ar (linha azul) e refugios (linha preta) (10 de Junho a 27 de
novembro de 2015). Linhas horizontais representam a temperatura média (vermelha =
reflgios e preta = ar).
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Entre as espécies avaliadas houve diferenga significativa na CTp. (ANCOVA: F= 16,
61, df= 8, p<0,01; Figura 3), estando a menor média representada por Pristimantis sp. 1
(30,24°C) e a maior por P. sp. 2 (33,22°C) (tabela 2). A analise de independéncia filogenética
indicou que ndo ha autocorrelacdo filogenética entre as CTpax das espécies (C=0,1714
p=0,1140).

Considerando a média das temperaturas maximas do ar para analise de tolerancia ao
aquecimento (TA), apenas Adelophryne sp. 1, A. sp. 2, Pristimantis paulodutrai e P sp. 2
apresentaram TA positiva. Quando estimada a tolerancia ao aquecimento tendo como base a

média da temperatura méxima dos refiigios todas as espécies avaliadas apresentaram TA

positiva (Tabela 2).
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Figura 3. Variacao entre as CTy,.x das espécies estudadas na Mata Atlantica do sul da Bahia.
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A analise de vulnerabilidade ao aquecimento projetada para o ano de 2050, no cenario
RCP 8,5, apresentou uma TAF calculada com valores positivos para todas as espécies dentro
do poligono de distribuigdo atual (Tabela 2). Contudo, quando estes valores de TAF foram
projetados dentro do poligono de distribui¢do das espécies, observa-se que a por¢ao noroeste
de cada poligono ¢ a regido que apresenta os menores valores, e para os Pristimantis (exceto
P. sp. 2) a por¢do sul também apresenta valores criticos. As TAF observadas apenas dentro
dos remanescentes de Mata Atlantica ndo indicaram diferenca da TAF projetada para todo o

poligono de distribuicdo das espécies avaliadas (Figuras 4 a 11).

Tabela 2. Média de CTp,x € tolerancia ao aquecimento considerando temperaturas do presente
e projetadas para o futuro. Sd: desvio padrdo TA: tolerancia ao aquecimento, TAF: tolerancia
ao aquecimento futuro

CTiax TA temperatura  TA temperatura dos TAF
Espécie N

(x1sd) do ar reflgios (£1sd)
A. mucronatus 10 30,79 -0,41 4,62 2,52 (x0,109)
A sp. 1 28 31,96 0,76 5,79 4,58 ((+0,037)
A. sp.2 17 32,84 1,64 6,67 4,51 (x0,098)
E. bilineatus 14 30,74 -0,46 4,57 2,39 (+0,147)
H. binotatus 33 29,94 -1,26 3,77 1,97 (+0,308)
P. paulodutrai 22 31,38 0,18 5,21 3,11 (£0,200)
P.sp. 1 22 30,24 -0,96 4,07 1,91 (£0,144)
P.sp.2 8 33,22 2,02 7,05 4,89 (+0,107)

P.vinhai 24 30,44 -0,76 4,27 2,08 (£0,145)
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Discussao

A CTpax alcancada pelos adultos neste estudo (29,94 - 33,22°C) foi mais baixa que as
observadas em adultos de espécies que apresentam fase larval avaliados na regido tropical
(Alves et al., no prelo) e sub-tropical (Sanabria et al., 2012; Sanabria et al., 2013). Desta
forma, as espécies com desenvolvimento direto estudadas apresentam CT,x mais baixa, o que
as tornam, de maneira geral, mais ameacadas e vulneraveis ao aumento de temperatura.

Quanto as possiveis variagdes inter-especificas € sugerido que caracteristicas térmicas
sejam evolutivamente conservadas e mostrem pouca variagdo em taxons relacionados
filogeneticamente (Huey, 1982; Hof et al., 2010; Olalla-Tarraga et al., 2011; Hoffmann et al.,
2013; Gouveia et al., 2014). Desta forma, quando partilhando um ambiente térmico comum,
taxons filogeneticamente proximos teriam tolerancias térmicas semelhantes. Entretanto, esta
relagdo filogenética tende a ser mais forte a tolerancia ao frio (Olalla-Tarraga et al., 2011) e
moderada a fraca na tolerancia ao calor (Gutiérrez-Pesquera ef al., 2016). O presente estudo
mostrou que, embora as CTn,x apresentem valores absolutos proximos, estas foram
significativamente diferentes, filogeneticamente independentes e com alta variagdo em taxons
relacionados. Tal resultado corrobora com resultados anteriores, em que ndo foi encontrado
sinal filogenético em comunidades de anfibios ibéricas, da Argentina (Katzenberger, 2009) e
do Brasil (Alves, no prelo). Isso indica que a CTyax pode ser influenciada por caracteristicas
especificas de cada espécie e pelo nicho utilizado, que as expde a variacdes de temperaturas
diferentes, levando cada espécie a uma adaptacdo térmica.

Estudo desenvolvido por Mendes (2016), avaliando assembléia de anuros na Mata
Atlantica em florestas com diferentes niveis de perturbagdo dentro da Reserva Ecoldgica da
Michelin, demonstrou que espécies como Adelophryne mucronatus,

“Eleutherodactylus bilineatus, Pristimantis vinhai ¢ P. sp. 1, que apresentaram as menores
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CThax, SO foram encontradas em florestas com baixo grau de perturbagdo, ao passo que
Pristimantis paulodutrai e Adelophryne sp. 2, que estdo entre as espécies que apresentaram
maior CTp,, ocupam ambientes florestados com alto grau de perturbacdo, como florestas
pioneiras. Este potencial de ocupacdo de areas perturbadas expressados por espécies com
maior CTp,x pode ser em decorréncia de uma maior tolerdncia a altas temperaturas, pois
ambientes perturbados estdo mais expostos a entrada de luminosidade o que,
consequentemente, pode levar a um aumento de temperatura no microambiente excluindo
espécies que apresentam baixa CTy,.x. Entretanto essa afirmagdo deve ser considerada com
cautela, ao passo que outros fatores (e.g. umidade, sensibilidade a desidratacdo e
disponibilidade de presas) também podem agir em sinergia com a temperatura ¢ inibir a
ocupacgdo dos ambientes pelas espécies (Claussen, 1969; Pough & Wilson, 1970; Titon et al.,
2010).

Pristimantis sp. 2, que apresentou a maior CTp,, foi encontrado em maior abundancia
nas areas de altitude. Por este motivo esperava-se que esta espécie tivesse menor CTp.x por
experimentar temperaturas mais amenas. Contudo, todos os individuos coletados estavam
refugiados ou estabelecendo seus sitios de canto em bromélias. Possivelmente esta espécie
utiliza a bromélia como seu nicho realizado. Com isso sua tolerancia térmica deve estar
adaptada para lidar com este microambiente.

Quando verificada a wvulnerabilidade das espécies, considerando a média das
temperaturas maximas do ar, observou-se que algumas das espécies avaliadas (4. mucronatus,
E. bilineatus, Haddadus binotatus, P.vinhai e P. sp. 1), potencialmente, experimentam
temperaturas acima de seus limites térmicos. Contudo, quando consideradas as temperaturas
do horario de atividade das espécies (17:00 — 05:00), observa-se que as mesmas estdo
expostas a temperaturas do ar mais amenas (maxima = 26,58 °C) o que permite forragearem

sem risco de estresse térmico. Durante o dia, quando hé registro de temperaturas proximas ou
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superiores aos limites térmicos das espécies (maxima = 31,6°C), as mesmas se encontram
abrigadas em seus refiigios, que apresentam temperaturas cerca de 4°C abaixo da temperatura
do ar evitando assim o estresse térmico durante o dia.

Atualmente o mecanismo comportamental de buscar por refligios para suportar os dias
mais quentes € eficiente. Contudo, quando considerada a projecdo de aquecimento (~ 2°C -
IPCC, 2014) a condicdo mostra-se alarmante, pois algumas espécies, mesmo em seus refligios
diurnos, poderdo experimentar temperaturas superiores a seus limites térmicos superiores.
Além disso, as temperaturas do ar durante o periodo de forrageamento das espécies poderdo
atingir niveis superiores ao tolerado pelas espécies, obrigando as mesmas a se refugiarem
durante o periodo de atividade. Isso pode acarretar efeito negativo sobre o fitness das
espécies, pois as mesmas sofrerdo estresse térmico durante o periodo de repouso e terdo
menos tempo para atividades bioldgicas basicas como alimentacdo e reproducdo. Caso esta
projecdo se confirme, as espécies avaliadas poderdo estar criticamente ameagadas por eventos
letais associados ao aumento da temperatura. Entretanto, estudo avaliando a tolerancia termal
de Odontophrynus occidentalis sob o efeito da sazonalidade no deserto do Monte, na
provincia de San Juan, Argentina, concluiu que existe um mecanismo de aclimatizagdo
sazonal eficaz que permite a espécie aumentar sua tolerancia térmica durante o periodo mais
quente (Sanabria et al., 2013). Assim, estudos envolvendo o mecanismo de aclimatagdo devem
ser desenvolvidos para as espécies avaliadas neste estudo para verificar o potencial de ajuste
da CTpmax em fungdo da aclimatagao.

A andlise do mapa de vulnerabilidade ao aquecimento futuro indica que, em algumas
regides, espécies como H. binotatus, E bilineatus, P. vinhai e P. sp 1 experimentardo
temperaturas muito proximas de suas CTpax. Isso pode levar a exclusdo dessas espécies em
determinados locais, uma vez que ndo conhecemos o nivel de tolerancia térmica das espécies

quando expostas a temperaturas proximas as suas CTpma por longos periodos. Além do
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aumento da temperatura, ¢ esperada uma redugdo da ocorréncia de chuvas, resultando em
hidroperiodos mais curtos para o cendrio futuro (IPPC, 2014). Portanto, a interagdo destes
fatores podera levar a um menor indice de umidade nestas regides o que expde as espécies a
um maior risco de desidratacdo o que, consequentemente, pode reduzir a tolerdncia térmica
das espécies (Claussen, 1969; Pough & Wilson, 1970).

Para melhor compreensdo da vulnerabilidade dos anuros ao aquecimento global ¢
necessario ampliar os conhecimentos sobre a fisiologia térmica na fase adulta, pois, os
ambientes distintos (terrestres e aquaticos) explorados pelos adultos e girinos oferencem
diferentes oportunidades para termorregulacio e os expoe a diferentes pressdes seletivas o que
pode leva-los a ter diferentes tolerancias térmicas. Assim, estudos utilizando a fase adulta
agregardo conhecimento para as espécies que apresentam desenvolvimento direto, bem como
complementardo as informagdes para as espécies que apresentam desenvolvimento larvario,
permitindo avaliar de forma mais robusta a vulnerabilidade dos anfibios. Também ¢ de suma
importancia entender como as espécies se comportam quando expostas por muito tempo a
temperaturas proximas as suas CTmax, bem como avaliar o desenvolvimento e a viabilidade

dos embrides de espécies de desenvolvimento direto com o aumento da temperatura.
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Ecological connectivity assessment for amphibians under climate change

Abstract. The ecological connectivity depends on key elements within the landscape, which
can support ecological fluxes, species richness and long-term viability of a biological
community. Landscape planning requires a clear objective and quantitative approaches to
identify those key elements and reinforce the spatial coherence of protected-areas (PAs)
design. In this context, we evaluated the relation between environmental factors and
amphibian species richness in the PAs network of the Central Corridor of the Atlantic Forest,
using an approach based on ecological connectivity and climate change models. Our results
indicated that the predicted climate changes could directly reduce the dispersion of the
community of amphibians that inhabits this region. Overall, our study contributes to the
understanding of how the spatial patterns of dispersal of amphibians may be informative to

connect forest remnants in the Atlantic Forest Hotspot.

Keywords: Biodiversity corridor, connectivity, dispersal ability, climate change, Atlantic

Forest, anurans.

Introduction

The creation and maintenance of Protected Areas (PAs) is among the most effective
methods for long-term biodiversity conservation plans (Rodrigues et al., 2004), working as a
key-strategic tool in the development of environmental policies and efforts to sustain natural
ecosystem processes (Le Saout et al., 2013; Laurence et al., 2014). The selection of PAs is
often aimed to preserve species of different taxonomic groups, communities of high biological

relevance or combinations of different abiotic conditions favorable to local ecosystems,
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assuming that these sites will protect a wider range of biodiversity (Lawler and White, 2008).
Given that habitat loss is the most important threat to species survival, the protected sites
chosen by decision-makers determine what species and how many of these will be able to
survive in nature (Jenkins et al., 2015).

Among all vertebrates, amphibians are the group with the largest number of species
geographically excluded from global PAs, which corresponds to 24% of the living amphibian
species (Nori et al., 2015). In an attempt to protect threatened amphibians, previous studies
highlighted parts of the Atlantic Forest as high priority areas for conservation (e.g., Loyola et
al., 2008; Campos et al., 2013; Lemes and Loyola, 2013; Dias et al., 2014). In addition, some
taxonomic groups of amphibians from small areas within the Atlantic Forest were identified
as potential surrogates of biodiversity (Campos et al., 2014). However, the survival of
threatened amphibians in fragmented landscapes is dependent on the integrity and persistence
of PAs, which can ensure the habitat quality for these species (Urbina-Cardona, 2008; Ochoa-
Ochoa et al., 2009).

The economic growth policy in Brazil is widely based on the expansion of agricultural
frontiers (Ribeiro et al., 2009), directly affecting the availability and the distribution of forest
remnants in scattered private lands, which are gradually becoming crop and pasture
production areas (Tabarelli et al., 2004). The forest isolation is a critical factor in the dynamic
of structured biological communities, being particularly relevant in the habitat fragmentation
context (Metzger, 2009), so that the use of ecological connectivity metrics are good indicators
for measuring the isolation of PAs and their biological relations (Gurrutxaga et al., 2011).
Assessing the ecological connectivity among PAs is becoming a relevant subject of growing
international effort within the background of nature conservation policies (Bennett and
Mulongoy, 2006; Worboys et al., 2010). The main reason for this increasing knowledge

seems to be the importance given to avoiding the functional isolation of protected areas
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(Carroll et al., 2004), halting the biodiversity loss (Bennett, 2004), and mitigating the effects
of climate changes on the population structure of endemic species (Opdam and Wascher,
2004).

Some studies suggest that tropical species have narrow thermal tolerances and are
already living close to their upper thermal limits (Deutsch et al., 2008; Tewksbury et al.,
2008; Huey et al., 2009; Dillon et al., 2010; Duarte et al., 2012). If the heating forecast is
confirmed (IPCC, 2014), species that are living close to their thermal limit will need to
migrate in search of bioclimatic refuges to ensure the viability of their populations. Many
studies revealed that climate change can alter species' dispersal patterns (Pearson and
Dawson, 2004; Raxworthy et al., 2008), as well as significant species turnover (Peterson et
al., 2002), but only few studies considered the potential impacts of climate change on
fragmentation of populations (Duan et al., 2016). In this context, the connectivity among
forest fragments is of paramount importance to ensure the flow of species among the possible
bioclimatic refuges (Pearson and Dawson, 2005).

Therefore, we aimed to assess the relation between the environmental factors and
amphibian species richness in the PAs network of the Central Corridor of Atlantic Forest,
using ecological connectivity and climate change models to evaluate if this networks can

really work as an effective biodiversity corridor.

Material and Methods

Study area

The Atlantic Forest represents one of the five most important biodiversity hotspots on

Earth (Mittermeier et al., 2011). Originally, it covered around 1 500 000 km? of which only
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about 12% (194 524 km?) still remains in Brazil, Paraguay and Argentina (Ribeiro et al.,
2009), corresponding to about 100 000 km? of Brazilian forest remnants (Tabarelli et al.,
2005). Despite having high rates of habitat loss (Teixeira et al., 2009), which is one of the
main factors driving amphibians to extinction (Stuart et al., 2004; Becker et al., 2007), the
Atlantic Forest is the leader biome in amphibian diversity in Brazil (Haddad et al., 2013),
accounting for more than 50% of all brazilian amphibian species (Haddad et al., 2013).

The Central Corridor of the Atlantic Forest comprises about 8% of the total biome
area, corresponding to 7 913.42 km®, among which 14.40% covers forest remnants (SOS
Mata Atlantica/INPE, 2015). Here, we adopted the term Brazilian Atlantic Forest with regards

on the vegetation remnant map provided by SOS Mata Atlantica/INPE (2015).

Protected Areas

We evaluated all the PAs covered by the Central Corridor of the Atlantic Forest,
providing information on the political category and size of the area for each sampled site, as
well as their associated amphibian species richness and their local environmental data. We
assessed the spatial data on the PAs through the Brazil’s Ministry of Environment database
(http://www.mma.gov.br/areas-protegidas/cadastro-nacional-de-ucs; MMA  2015). We
obtained the species data from geographical ranges maps of the [IUCN Red List of Threatened
Species database (IUCN, 2015). Regarding the environmental variables, we obtained the
values of precipitation and temperature from the WorldClim database
(http://www.worldclim.org; Hijmans et al., 2005). We also obtained annual
evapotranspiration (AET), from the Geonetwork database
(http://www.fao.org/geonetwork/srv/), and net primary productivity (NPP) from the Numeral

Terra Dynamic Simulation Group (http://www.ntsg.umt.edu/data).
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Climate model and species turnover

To develop the spatial range models, we used current and future climate data

according to the CMIP5 (http://cmip-pcmdi.llnl.gov), from one coupled atmosphere-ocean
global climate models (AOGCMs): MIROCS simulated for 2050 in the scenario of moderate
emissions (RCP 4.5, see Taylor et al., 2012). We based the model projections on seven
climatic variables: annual mean temperature, temperature seasonality, mean temperature of
the warmest and coldest quarters, annual precipitation and precipitation of the driest and
wettest quarters. We obtained the climatic data through the ecoClimatedatabase at a 0.5

latitude/longitude degrees of spatial resolution (http://ecoclimate.org; Lima-Ribeiro et al.,

2015).

We assessed the potential future distribution of the forest cover according to the
current vegetation remnant map of the Brazilian Atlantic Forest (SOS Mata Atlantica/INPE,
2015). This map served as a support to generate a set of 100 presence points randomly
sampled, covering the forest remnant areas of the Central Corridor of Atlantic Forest. To
develop the potential distribution map adopted in the climate change predictions, we used the
maximum entropy method implemented in the software MaxEnt (Phillips et al., 2006). This
method is a machine learning technique that estimates the distribution in probability nearest in
the uniform distribution under the restriction that the expected values for each environmental
variable are consistent with the empirical values observed in the occurrence points (Phillips et
al., 2000).

For the validation of the models generated by MaxEnt, we used the values of the ROC
curve (Receiver Operating Characteristics), which indicate the plotting values of the relative

frequency of true positive records predicted by a given model against the values of the relative
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frequency of pseudo absence records, generating the Area Under the Curve (AUC). For this
purpose, one third of the occurrence records are set aside from modeling as test points
(Phillips et al., 2006). Values of AUC range from 0.5 (i.e., random) for models with no
predictive ability to 1.0 for models giving perfect predictions. According to the classification
of Swets (1988), AUC values above 0.9 describe “very good”, 0.8 “good”, and 0.7 “useful”
discrimination abilities. In addition, we calculated the species turnover between current and
future species distributions according to the protocol proposed by Thuiller et al. (2005), which

is given by the equation (1):

Species Turnover = (L + G) /(SR + G)(1)

where ‘G’ refers to the number of species gained, “‘L’’ the number of species lost and ‘SR’
the contemporary species richness found in the forest remnants assessed. We used ArcGIS 10
software (ESRI, 2010) to build presence/absence matrices from the species distribution data
by superimposing a grid system with cells of 0.1 latitude/longitude degrees, creating a
network with 874 grid cells. We obtained the final maps of richness for present, future and
turnover using the average of values projected by the MaxEnt model for each grid cell. To
determine the species geographic distributions patterns, we employed the modeling strategy at
the community level of “predict first, assemble later” (see Overton et al., 2002), where the
ranges of individual species are modeled one at a time as a function of environmental

predictors and then overlapped in order to obtain the species richness.

Forest connectivity assessment

We assessed the forest connectivity through the probability of connectivity (PC) index

(Saura and Rubio, 2010), calculated for the patches of the Central Corridor of Atlantic Forest
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under two environmental scenarios (i.e., current and future), using the software Conefor 2.6
(http://www.conefor.org; Saura and Torné, 2009). The PC is a graph-based habitat availability
metric that quantifies functional connectivity (Saura and Rubio, 2010). It is defined as the
probability that two points randomly placed within the landscape fall into habitat areas that
are reachable from each other (interconnected) given a set of “n” habitat patches and the links

(direct connections) among them (Saura and Pascual-Hortal, 2007). It is given by the equation

(2):

PC = (BitoBimat X 2; x 0 1/A;z = PCnum/A;z (2)

where a; and a; are the attributes of patches i and j (i.e., ID and area). 4; is the maximum
landscape attribute, which corresponds to the total landscape area (i.e., area of the study
region, comprising both habitat and non-habitat patches). The product probability of a path is
the product of all the values of probability of direct dispersal (Pij) for all the links in that path.
Thus, Pij is the maximum product probability of all the possible paths between patches i and
Jj, including direct dispersal between the two patches.

We performed a prioritization ranking of the landscape elements (i.e., patches) by their
contribution to overall habitat availability and connectivity from the percentage of the
variation in PC (dPCy), achieved by the removal of each patch from the overall landscape (see
Saura and Pascual-Hortal, 2007; Saura and Rubio, 2010). The dPC is a relative measure of
the increase in the PC value that resulted from the improvement in the strength of that link
after the implementation of the defragmentation measures (Saura and Pascual-Hortal, 2007),

which is given by the equation (3):

dPCy, = 100 x (PC — PC,oppper) /PC = 100 x (dPC,/PC) (3)
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where PCremovex 1S the index value after removal of the landscape element (i.e., after a certain
habitat patch loss). This measure corresponds to the ‘link change’ analysis mode implemented
in the software Conefor 2.6 (Saura and Torné, 2009). For all the connectivity analyses, we
used a mean dispersal distance for amphibians according to the review conducted by Smith
and Green (2005), where an estimative average distance of 400 m for amphibians in general
was proposed. Whereas some amphibians can disperse over distances greater than 400 m
(Smith and Green, 2005), we also assessed scenarios with a greater potential for dispersal,
using distances of 600 and 800 m. To assess the ecological connectivity results for the future
scenario, we considered only the areas with an assessed likelihood greater than 50%,
considering the potential distribution areas with a minimum favorable condition for the forest
persistence under the climate change predictions used.

Finally, we assessed the relation between the dPC results with forest remnants
availability using a simple linear regression. In order to compare species richness patterns
derived from environmental variables, we used principal components analyses — PCA
(Legendre and Legendre, 2012), evaluating the rate at which each environmental variable can
estimate the species richness as a whole. To complement this question, we did a multiple
regression from the species richness with all environmental variables, showing if there is
some direct relation with this variable group. We also made an analysis of variance (ANOVA)
to test the relation between the species richness with the political categories of each PA
assessed. In addition, we performed a permutational multivariate analysis of variance
(PERMANOVA) to assess the response of the species richness by political category of each
PA against the predicted environmental variables evaluated. For this, we used 1 000
permutations based on a Euclidean distance matrix, through the “adonis” function in the
“vegan” R package (Oksanen et al., 2013). We performed all statistical analyses through the R

software (R Development Core Team, 2009).



Results

In total, we found 110 PAs covered by the Central Corridor of the Atlantic Forest,
comprising 6 607.98km” and corresponding to about 8% of the total corridor area (Fig. 1).

Considering all the forest remnants assessed, we found 146 species among which only 20% of

their total geographical range are current distributed within PAs.
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Fig. 1. Location of the Central Corridor of the Atlantic Forest, in eastern Brazil, representing
their Protected Areas and Forest Remnants. BA: Bahia state; MG: Minas Gerais state; ES:
Espirito Santo state; RJ: Rio de Janeiro state.

According to all the variables used to describe the local environmental patterns, we
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Supplementary materials; available as an online appendix). To assess the PCA results, we
chose their three first components, which were able to explain 75.77% of the explained
variation by each environmental variable (Fig.Al, Table A2, Supplementary materials;
available as an online appendix). From the PCA results, we did not find a significant
explained variation by the environmental variables on the species richness (P> 0.15), with an
explained variation of 14% for PCI1, 13% for PC2, and 14% for PC3. However, by the
multiple regression analysis, we found a significant correlation between species richness and
environmental variables (R2 =0.61, P<0.05).

The potential distribution of the forest remnants for the future scenario showed an
average AUC value of 0.941, which indicated satisfactory performance of the model by the
dataset provided (Fig. 2). The model predicts a reduction of 75% in the probability of
occurrence of the Atlantic Forest remnants in the central region of the Corridor. The northern
and southern edges of the Corridor, as well as areas of altitude showed the highest probability
of forest occurrence. Consequently, since the results of the MaxEnt model, we observed that
the amphibian species turnover was high, being more than 50% of the grid cells with turnover
ratios greater than 0.7 (Fig. 2). On the other hand, changes in the species composition are
predicted to be greater on the northern and the southern edge of the Corridor.

Considering a dispersal distance of 400m, our analyses of connectivity showed that the
Central Corridor of the Atlantic Forest does not guarantee a good connectivity among the
fragments, with an average dPC value of 8.43. When we assessed the dispersal distances of
600 and 800m, the average dPC was the same as observed for 400 m. However, our results
showed some higher connectivity areas in the Northeastern region of the Central Corridor of
the Atlantic Forest, mainly in the south of the Bahia state (Fig. 3). We found that 95% of the

values pointed by the connectivity index were directed to the sustainable use areas (IUCN
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categories III-VI), being only 5% pointed out to the integral protection areas (IUCN

categories I-1I).
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Fig. 2. Probability of forest occurrence according to the MaxEntmodel (A) and amphibian
species turnover rate (B) under climate changes on the Central Corridor of the Atlantic Forest.
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For the current scenario, we found only 10 PAs with high connectivity (dPC> 60.0),
although 71 with very low values (dPC< 1.0; Table A3, Supplementary materials; available as
an online appendix). However, this situation can still be aggravated considering the climate
model results for the future, which showed a high probability of retraction of the forest
remnants in the evaluated region, corresponding to 74% of connectivity loss that would

represent approximately 4,889.90 km” of Atlantic Forest areas (Fig.3). According to these
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future predictions, we estimated that 83 PAs would be without any ecological connectivity by
the year 2050 (dPC< 0.0), while only six PAs would remain with dPC higher than 1.0. The
PAs with the better expected connectivity under climate changes were represented by the
RPPN Renascer, RPPN Reftigio do Guigé I and II, and RPPN Boa Unido, in the Bahia state,
and RPPN Mata da Serra, APA Serra da Vargem Alegre, and Parque Estadual do Forno
Grande, in the Espirito Santo state (Table A3,Supplementary materials; available as an online

appendix).
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Fig. 3. Probability of connectivity (dPC) for the current (A) and the future (B) scenarios
concerning amphibians in the Central Corridor of the Atlantic Forest, with its altitudinal
representation.

We did not find correlation through the linear regression between species richness and

connectivity (R> = 0.00, P = 0.36). The only significant correlation that we found with the
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connectivity values was in relation with the forest cover (R2 =0.20, P =0.01). According to
the ANOVA results, we also did not find significant relation between species richness and the
political categories of each PA assessed. However, when we compared species richness and
PA categories with all the environmental variables together — using the PERMANOVA, we
found direct relations with the variables precipitation, temperature, evapotranspiration and
forest cover (Table 1), being precipitation the factor better associated with the amphibian

species richness in the Central Corridor of the Atlantic Forest.

Table 1. Results from PERMANOVA on thespecies richness and PA categories by all the
environmental variables assessed in the Central Corridor of the Brazilian Atlantic.

Environmental Df F R’ P
Variables model value

Altitude 1 -21.27 -0.06 0.98
Evapotranspiration 1 24.16 0.07 0.02*
Npp 1 -6.24 -0.02 0.85
Precipitation 1 130.71 0.42 0.00%*
Temperature 1 43.70 0.14 0.00%*
Area 1 6.56 0.02 0.14
Forest cover 1 27.88 0.09 0.02*
Residuals 102 - 0.33 -
Total 109 — 1.00 —

*Significant values

Discussion

Our findings showed that the proportion of forest fragments with good connectivity
rate is very low along the central corridor of the Atlantic Forest, which consequently reduces
the flow of species among the fragments and significantly restricts the functional role of this

ecological corridor. We revealed that the fragments located in the coastal part of southern
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Bahia deserve special attention in conservation plans because they hold the highest proportion
of ecological connectivity among those evaluated. This special concern for southern Bahia is
further supported when considering the presence of a matrix composed by shaded cocoa
plantations, as pointed out by Pardini et al. (2009). This agroforestry system has allowed the
conservation of large amounts of native plant species, besides hosting typical fauna species of
mature forest (Pardini et al., 2009). Because of their forest-like structure, shaded cocoa
plantations of the Forest remnants from southern Bahia play a fundamental role in
maintaining connectivity between forest fragments (Sperber et al., 2004; Delabie et al., 2007;
Faria and Baumgarten, 2007). In addition, our results indicated this region with high
probability of occurrence in a climate change scenario, which highlight the reason for future
action plans aimed at conserving local biodiversity in these remnant areas.

The selection of critical habitats for amphibian conservation under climate change is
pivotal for taking effective management decisions (Guisan et al., 2013). Areas of high species
turnover rate can be specific places with the largest shifts in the populations with potential
distribution in this zone (Duan et al., 2016). Many studies conducted turnover assessments
using turnover ratios (Erasmus et al., 2002; Peterson et al., 2002), however our results
revealed that the areas with high turnover rates were not exactly the same as areas with high
occurrence probability of forest remnants under climate change. Thereby, areas with a high
turnover rate can be reflecting areas with a low species richness under the current climate
(Duan et al., 2016), which in the case of the Atlantic Forest may be represented by the higher
altitude areas. Moreover, high turnover rates in the altitude areas can strengthen the mountains
as potential climatic refuges (Randin et al., 2009; Araujo et al., 2011).

In tropical regions, the temperature variation in a latitudinal gradient is little
significant (Colwell et al., 2008), so that species affected by warming are more likely to

search for refuges in mountainous areas than by latitudinal migration (Bush, 2002; Bush and
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Hooghiemstra, 2005). Therefore, the establishment of conservation efforts along the areas
with better connectivity values can ensure the species access to the mountainous regions,
which probably will keep lower temperatures in the future. Thus, we recommend that the
design of new conservation plans in the Central Corridor of the Atlantic Forest should attempt
to re-establish ecological connectivity between the remaining fragments and the higher
altitude areas. This may represent an alternative mechanism to mitigate some potential
impacts related to global warming in the Atlantic Forest Hotspot. Corroborating our findings,
some other studies in the Atlantic Forest also have been warning about the need to invest in
PAs near altitude areas (Lemes and Loyola, 2013; Loyola et al., 2014), mainly in the areas of
Serra do Mar and south of Bahia (Carnaval et al., 2009), which retain high humidity provided
by well-preserved forest cover.

Our predictions on the environmental variables for amphibian species richness in the
Atlantic Forest are dependent on their limited dispersal abilities. Therefore, dispersal
capability might severely limit the ability of species to track suitable climatic conditions
geographically (Massot et al., 2008; Early and Sax, 2011). The use of various environmental
variables has been demonstrated as an efficient strategy to reach outcomes closer to reality,
being one of the keys to understanding how communities can respond to climatic factors
(Araujo and New, 2007; Marmion et al., 2009). Many biotic and abiotic factors influence the
richness and the distribution of species in an environment (Diamond, 1975). Amphibians are
particularly sensitive to environmental changes and depending on the species, the dispersal
ability can be associated with their evolutionary specialization processes or simply to their
diminutive body sizes (Early and Sax, 2011; Lourenco-de-Moraes et al., 2014). Most
amphibian species that occur in the Atlantic Forest are a little under 30 mm (Haddad et al.,
2013), and even small species like Dendropsophus nanus, and D. minutus have great dispersal

ability due to their specialty to live in open areas. Therefore, amphibian species with high
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abundance in open areas or high phenotypical plasticity, such as Scinax ruber might expand
their geographical ranges under future scenarios (Dahanukar, 2012). Some other opportunistic
species adapted to warmer and drier environments also can increase their distributions under
climate changes (e.g., Rhinella crucifer, Dendropsophus branneri, Leptodactylus troglodytes,
and Odontophrynus americanus). Furthermore, species with a high variety of antipredator
mechanisms may be more likely to avoid a wider range of predators (Lourengo-de-Moraes et
al., 2016), which allows them to be more successful in their dispersal.

Our findings indicate that the potential impacts of climatic changes should occur in
almost the entire Central Corridor of the Atlantic Forest, which could affect the ecological
connectivity of the whole biome. However, areas with lowest turnover rates coincide with the
areas with the greatest probability of connectivity for the future scenario. Therefore, low
turnover rates in the altitudes areas can support the Atlantic Forest mountains as an effective
climatic refuge (Carnaval et al., 2009). Thereby, we suggest that the PAs with the better
expected connectivity under climate changes need a critical attention in future conservation
plans (e.g., RPPN Renascer, RPPN Reftigio do Guigé I and II, and RPPN Boa Unido, in the
Babhia state, and RPPN Mata da Serra, APA Serra da Vargem Alegre, and Parque Estadual do
Forno Grande, in the Espirito Santo state). In this context, these mitigations can be useful to
avoid potential extinction processes expected for the amphibians inhabiting the Central
Corridor of Atlantic Forest PAs.

Amphibian species from Atlantic Forest PAs are more threatened with extinction than
in other Brazilian protected networks (Campos et al., 2016). This happens mainly because the
southeastern region of Brazil is the economic core of the country, with highly fragmented
forest remnants (Ribeiro et al., 2009), with a high human population density, and the presence
of mining and logging activities (Lemes et al., 2014). Our approach does not specifically

estimate a quantitative species extinction risk, but shows evidence of a potential regional
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extinction within limited dispersal models. Therefore, our results indicate that many PAs will
become less effective in future scenarios, which can dramatically affect the species protection
as a whole.

In summary, our study contributes to the understanding of how the spatial dispersal
patterns of amphibians may be informative to connect forest remnants. We hope our results
could act as a step in a complex conservation planning process needed to safeguard Atlantic
Forest amphibians. However, with the establishment of ecological corridors, many lowland
species may experience restrictions on their ability to colonize high-altitude areas. Thus,
future studies could assess the ability of amphibian species in moving from lowland areas to
hill forests, testing the effectiveness of migration as well as checking availability or creation
of habitats as breeding strategies, setting innovative spatial priorities for the conservation

amphibians in the Atlantic Forest.
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Appendix A. Supplementary materials

Table A1l. Correlation matrixamong all environmental variables assessed in the Central

Corridor of the Brazilian Atlantic.

Altitude Evapotranspiration Npp  Precipitation = Temperature Area

Evapotranspiratio -

n 0.490*

Npp 0.087 0.284*

Precipitation 0.692* -0.539* 0.172

Temperature 0.835%* -0.390* 0.160 0.679*

Area -0.083 0.035 -0.320%* -0.048 -0.086

Forest cover -0.342%* 0.227* -0.157 -0.243* -0.214%* 0.036

*Significant values (P<0.05)

Table A2. Explained variance of each PCA component regarding to the environmental

variables assessed in the Central Corridor of the Brazilian Atlantic.

Environmental Variables PC1 (P) PC2 (P) PC3 (P)
Altitude 0.91%* -0.02 0.02
Evapotranspiration -0.66* 0.46* -0.15
Npp 0.15 0.87* -0.13
Precipitation 0.86%* -0.01 0.09
Temperature 0.87* 0.05 0.13
Area -0.14 -0.65%* -0.45%
Forest cover -0.44* -0.14 0.79*

*Significant values (P<0.05)
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CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, as espécies avaliadas ndo estdo vulneraveis as temperaturas por estas
experimentadas, pois estratégias comportamentais (e.g. busca por refugios, periodo de
atividade) permitem que estas suportem os dias mais quentes sem estarem expostas a
temperaturas proximas as suas CTp,x. Contudo, diante da previsdo do aumento da temperatura
global para este século, a condicdo de vulnerabilidade torna-se iminente, uma vez que, mesmo
com a temperatura do ambiente ndo alcangando a CTp,x das espécies, quando abrigadas, a
margem de seguranga térmica ficara muito estreita, expondo as espécies a temperaturas muito
proximas de suas CTp.x por periodos mais longos. Os efeitos de tal exposi¢do ainda sdo
desconhecidos, entretanto acreditamos que poderd causar um estresse que comprometera
fungdes bioldgicas importantes ou até mesmo a morte.

Além das complicagdes fisiologicas que estas espécies podem enfrentar, problemas
relacionados com a fragmentacdo do habitat podem potencializar ainda mais os efeitos das
mudangas climaticas. As espécies avaliadas, com excecdo de Haddadus binotatus, apresentam
distribuicdo dentro do Corredor Central da Mata Atlantica. Este Corredor encontra-se muito
fragmentado, com poucos remanescentes florestais com bons indices de conectividade. Com a
projecdo de retragdo do bioma na area do Corredor em decorréncia das mudangas climaticas
podera haver um agravamento da vulnerabilidade das espécies, devido a uma redugdo na area
de distribui¢@o das espécies, bem como acentuar a desconectividade entre os fragmentos. Isso
limitard o fluxo genético entre as populagdes o que consequentemente causard um efeito
negativo na adaptacdo das espécies as novas condicdoes ambientais, bem como inviabilizara
possiveis fluxos de espécies em busca de refiigios térmicos em areas de altitude.

Para melhor predizer os impactos sobre as populagdes, estrutura das comunidades e

dindmica dos ecossistemas, ¢ necessario testar muitas espécies, avaliar interagdes
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interespecificas, plasticidade dos limites térmicos, variabilidade intraespecifica, potencial de
aclimatacdo, resisténcia das espécies a temperaturas proximas as suas CT .y, efeitos sub-letais
e indiretos do aumento da temperatura que podem gerar consequéncias importantes para os
individuos, bem como fatores relacionados ao potencial de dispersdo das espécies. Contudo, a
adaptacdo evolutiva poderad ser a Unica forma de espécies vulneraveis persistirem caso nao
sejam capazes de dispersar para locais mais favoraveis.

Como medidas de mitigacdo do efeito das mudangas climaticas, aconselhamos a
implementagdo de acdes que visem restabelecer a conectividade entre os fragmentos com
maior probabilidade de se manterem em uma perspectiva de mudangas climaticas, bem como
entre os remanescentes de florestas de baixadas e altitude com intuito de garantir o acesso das
espécies de florestas de baixadas as florestas de altitude e manter o fluxo genético entre as
populacdes. Contudo, se nenhuma agdo for desenvolvida para mitigar os possiveis efeitos das
alteracdes climaticas e considerando suas implicagdes sobre aspectos fisiologicos dos
anfibios, existe um risco consideravel de sofrerem efeitos negativos decorrentes do

aquecimento previsto ou até mesmo com um novo evento de extingdo em massa.
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APENDICE I: Manuscritos aceitos e publicados a partir de dados coletados ao longo do

doutorado
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Advertisement call of Scinax strigilatus (Spix, 1824)
(Anura: Hylidae) from southern Bahia, Brazil
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Scinax strigilatus (Spix, 1824) is a member of the Scinax catharinae species group that inhabits forested streams in the
Atlantic Rainforest of southern Bahia, northeastern Brazil. The loss of the holotype resulted in years of nomenclatural
confusion solved with the designation of a neotype and the redescription of the species by Pimenta er al. (2007). Aiming
to contribute to the taxonomic status and natural history of the species, we describe herein the advertisement call of
Scinax strigilatus (Fig. 1A).

Calls of one male (SLV = 25.4 mm; n = 7; air temperature = 23° C; MZUESC 10510) were record at Serra Grande
Mountain, Itamaraju (16°59°35” S, 39°35°40™ W) on 27 April 2012, and calls from another male (SLV =27 mm; n = 40;
air temperature = 21.2° C; MZUESC 10889) were record at Reserva Ecologica Michelin, Igrapitina (13°49°15” S,
39°11°52” W) on 18 September 2012. Both areas are in southern Bahia, northeastern Brazil. The first recorded individual
was found calling while perched on the vegetation of a stream bank, with two more calling males located at a distance of
about two meters. The second male was calling alone, also from the vegetation of a stream bank. We used a Marantz
PMD 660 digital audio recorder with a unidirectional Yoga HT-320A microphone. Calls were analyzed at a resolution of
16 bits and 48 kHz sampling rate, mono channel. Waveform and spectrogram (Fig. 1B and C) were made using Raven
Pro 3 and analyzed with a Fast Fourier Transformation of 256 points, 50% overlap for an entire call and Window
Hamming. Terminology follows Duellman and Trueb (1994). Data are presented as mean + SD (range).

The advertisement call of S. strigilatus is pulsed, with one note per call, with mean 6.51 + 0.41 pulses per call (5-8
pulses). The mean call duration was 0.014 £+ 0.0013 (0.011-0.017 seconds). The interval between calls was 11.47 + 10.68
(1.89 - 55.39 seconds). Pulse per second rate was 455 + 56 (294.11-545.45 second). The mean dominant frequency was
3.279 + 150.7 kHz (2.625-3.379 kHz). There is an increasing modulation of the amplitude until the middle of the call,
followed by decreasing modulation. There are not noticeable harmonics (Fig. 1C).

The call of S. strigilatus has a pulsed structure, common to the calls of the genus Scinax (Pombal et al. 1995). Within
the S. catharinae clade (sensu Faivovich 2002), the call of S. strigilatus is more similar to that of S. heyeri and S.
luizotavioi considering that the variation in the number of pulses per call in the three species overlap (Peixoto &
Weygoldt 1987; Lourenco et al. 2009). As in S. luizotavioi, S. strigilatus has one note per call, while all other species of
the group have more than one note per call.

Nonetheless, the call of S. strigilarus differs from the call of all other species in the group by having the shortest call
duration (0.011-0.017 seconds). The call duration of other species ranges from 0.08 s in S. luizotavioi (0.08-0.54
seconds) (Lourengo et al. 2009) to 52.04 s in §. berthae (3.2-52.04 seconds) (Pereyra et al. 2012).

Its pulsed, but not harmonic structure, distinguishes the call of S. strigilatus from that of S. albicans, S. catharinae
(Heyer 1980) and S. machadoi (Bokermann & Sazima 1973), which are pulsed and harmonic.

The dominant frequency of the call of S. strigilatus (2.625-3.379 kHz) is higher than that of S. skaios (2.20-2.24
kHz) (Pombal ef al. 2010) and lower than that of S. agilis (5.6-7.92 kHz) (Nunes et al. 2007), S. argyreornatus (5.0-6.5
kHz) (Pombal et al. 1995), S. aromothyella (4.76-5.53 kHz) (Pereyra et al. 2012), S. berthae (4.41-5.36 kHz) (Pereyra et
al. 2012), S. centralis (3.20-4.89 kHz) (Pombal & Bastos, 1996; Bastos et al. 2011), and S. machadoi (3.5 kHz)
(Bokermann & Sazima 1973).
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Advertisement call of Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821)
(Anura: Bufonidae) from southern Bahia, Brazil

RENAN MANOEL DE OLIVEIRA', DANILO SILVA RUAS’, CAIO VINICIUS DE MIRA MENDES*

& MIRCO SOLE®

'Graduate Program in Zoology, Universidade Estadual de Santa Cruz, Rodovia Jorge Amado, km 16, 45662-900 Ilhéus, Bahia, Brazil
“Graduate Program in Ecology and Biodiversity Conservation, Universidade Estadual de Santa Cruz, Rodovia Jorge Amado, km 16,
45662-900 llhéus, Bahia, Brazil

*Depariment of Biological Sciences, Universidade Estadual de Santa Cruz, Rodovia Jorge Amado, km 16, 45662-900 Ilhéus, Bahia,
Brazil

The Rhinella crucifer species group is currently composed by six species: Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821); R.
ornata (Spix, 1824); R. henseli (A. Lutz, 1924); R. abei (Baldissera, Caramaschi & Haddad, 2004); R. pombali
(Baldissera, Caramaschi & Haddad, 2004) and R. inopina Vaz-Silva, Valdujo & Pombal, 2012, Until 2012, the group was
known to occur only in the Brazilian Atlantic Rain Forest from Rio Grande do Sul to Ceard, and adjacent areas in Minas
Gerais and Sdo Paulo (Baldissera et al. 2004). The recently described R. inopina revealed an allopatric distribution,
occurring in forest vegetation types in eastern Cerrado (Vaz-Silva ef al. 2012). Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821),
occurs throughout the Atlantic Rain Forest from Rio de Janeiro to Ceard including the northeast of Minas Gerais
(Baldissera er al. 2004; Frost, 2014). Only two species in the group have described calls: R. ornata as Bufo crucifer in
Heyer et al. (1990) and R. pombali (Lourengo et al. 2010). The type locality of R. crucifer was informed as being
between Sdo Pedro de Alcantara in Santa Catarina and Barra da Vereda in Bahia, but as stated by Bokermann (1966) the
type locality can be narrowed down to an area between the rivers Piabanda and Issara, both affluents of the Ilhéus river,
approximately 40 km above the municipality of Itabuna. Herein we describe the advertisement call of R. crucifer from a
population in the municipality of Igrapitina, Bahia, Brazil, located less than 100 km from the city of Itabuna.

Between August and October 2012 we recorded 33 calls from several males, calling in a temporary pond located in
the Atlantic Rain Forest domain in the Michelin Ecological Reserve, Igrapitna, southern Bahia (13°49°15” S, 39°11°52”
W). Rhinella crucifer is an explosive breeder showing opportunistic behavior during mate selection and males alternate
between calling activity, territorial behavior and quite periods. Due to the difficulty of recording single individuals, we
cannot state how many individual males were recorded, since records were made in six different occasions in the same
population, thus the same males may have been recorded more than one time. Males were found calling at night, above
partly submerged leaves, trunks and also at the edge of the pond (Fig. 1A). Rhinella crucifer was identified combining
distribution data (Thomé et af., 2012) and morphological characters like absence of vertebral line and absence of yellow
marks on flanks (Baldissera et al., 2004; Vaz-Silva et al., 2012). We used a Marantz PMD 660 digital audio recorder with
a unidirectional Yoga HT-320A microphone. Calls from several males were pooled and analyzed at a resolution of 16 bits
and 48 kHz sampling rate, mono channel. Waveform and spectrogram (Fig. 1B and C) were made using Raven Pro 1.3
(Bioacoustics Research Program, 2008) and analyzed with a Fast Fourier Transformation of 256 points, 50% overlap for
an entire call and Window Hamming. Terminology of temporal and acoustic parameters follows Heyer et al. (1990).
Data are presented as mean + standard deviation (range). One individual of the recorded population was collected as
voucher specimen (MZUESC-12167, SVL = 99.7 mm). Measures of note duration and interval between notes were made
using five notes from the middle of the call and five notes from the beginning. Mean air temperature during recordings
was 22°C (21°C-24°C) and mean air humidity was 95% (92% —99%).

The advertisement call of R. crucifer has no harmonic structure and is composed by a series of pulsed notes (Fig. 1B,
1C). The call begins quietly, with the first notes shorter than the following, quickly becoming intense and staying intense.
The mean call duration was 3.54 + 0.85 s (1.47-5.53 s; N = 33) with 72 + 16 notes per call (31-104; N = 33). The first
notes were shorter than the following ones. First notes duration was 0.016 + 0.004 s (0.008-0.029 s; N = 145) and the
center call notes duration was 0.027 + 0.003 s (0.017-0.035 s; N = 130). The mean interval of first notes was 0.031 £
0.006 s (0.015-0.044 s; N = 116) and central notes last 0.023 + 0.013 s (0.011-0.15 s; N = 104). The mean dominant

Accepted by M. Vences: 24 Feb. 2014; published: 26 Mar. 2014 97
Licensed under a Creative Commons Attribution License http://creativecommons.org/licenses/by/3.0

76



Herpetology Notes, volume 9: 91-94 (2016) (published online on 25 March 2016)

Defensive behaviours in the Bahia forest frog Macrogenioglottus
alipioi Carvalho, 1946 (Anura: Odontophrynidae), with a review
of the stiff-legged posture
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Macrogenioglottus alipioi Carvalho. 1946 is a large
odontophrynid toad that occurs in the Atlantic Forest
domain {rom the state of Sdo Paulo to Alagoas (Frost
2015: Bourgeois 2010), It inhabits the leaf litter of
preserved forests and can be found calling in temporary
ponds formed on the forest floor after extremely heavy
rains during explosive breeding events (Abravaya and
Jackson 1978).

Amphibians serve as prey for a great variety of animals
including veriebrates, as well as some arthropods (Wells
2007). To avoid being preyed upon. they have evolved
several defensive strategies, which provide protection
from potential predators (Duellman and Trueb 1986).
Among anurans, 31 defensive behaviours were
recognized by Toledo et al. (2011), mostly associated to
remaining motionless or fleeing (Jared et al. 2011). We
report a sequence of defensive behaviours performed by
Macrogenioglotius alipioi in an Atlantic forest fragment
in Northeastern Brazil,

On June 06. 2015, at 22,30 h, during fieldwork in the
Michelin Ecological Reserve (13°49°357 §, 39%087327
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W. approximately 90—400 m asl). located in the
municipality of Igrapitina, southern Bahia, Brazil, we
found an adult male of AL alipioi calling in a temporary
pond inside a forest fragment. We captured the individual
lo take some photographs and the toad immediately
reacted by inflating its body (Figure 1A). After placing
it back on the forest floor it kept this posture (Figure
1B). and when touched. directed its back towards the
hand. performing a body-tilting posture (Figure 1C).
Then the toad tried to escape and reacted to our attempt
to recapture it by flatiening its bodv on the floor and
stretching out its legs (Figure 1D). adopting the posture
called stiff-legged behaviour (sensu Toledo et al. 2011).
The toad remained in this position for about 10 minutes.
and then tried to flee again.

Puffing-up-the-body is a common behaviour
performed by anurans. It consists of enlarging the body
size by filling the lungs with air (Toledo et al. 2011).
This increase in size may discourage the predator to
caplure it (Williams et al. 2000: Toledo et al. 2011), In
some cases, puffing-up-the-body may be accompanied
by other defensive postures, such as body-tilting. This
defensive behaviour consists of directing the dorsal part
of the body towards the predator (Toledo et al. 2011),
In toads with dorsal macroglands. such as AL alipioi. by
adopting a body-tilting posture the glands would most
likely be the first part of the toad’s body that the predator
would bite. Thus. noxious secretions could come into
contact with the mouth of the predator. allowing the
escape of the toad (Toledo et al, 2011),

Stiff-legged behaviour has been reported for lorest-
floor toads that have crvptic colouration (Toledo et al.
2011). According to Sazima (1978), this behaviour may
protect the toad against visually oriented predators.
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The sequence and intensity of antipredator mechanisms may be displayed according to the risk of predation. We tested this
hypothesis using two species of marsupial treefrogs from Brazil's Atlantic Forest. We observed Gastrotheca recava and G.
megacephala displaying nine antipredator mechanisms and three types of defensive calls. These behaviours were displayed
in an escalated sequence from motionless (passive behaviour) to biting {the most aggressive behaviour), This diversified set
of antipredator mechanisms may be related to the interaction between predator and prey at the local scale. The escalated
sequence of defensive behaviours should be considered in future studies on anuran-predator interaction.
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INTRODUCTION

tudies of predator-prey interactions continue to be

one of the most fascinating and important aspects of
ecological research (Mukherjee & Heithaus, 2013). Due to
selective pressures from a variety of predators, anurans
display a wide diversity of antipredator mechanisms (at
least 31 types) that range from immobility to aposematic
behaviours and defensive calls (Toledo et al., 2010, 2011;
laredetal., 2011; Haddad etal., 2013). Anuranantipredator
mechanisms are diverse not only in their variety but also
how and when they are displayed.

The diversity of antipredator mechanisms of
amphibians may depend primarily on the characteristics
of their skin secretions (Brodie, 1977, 1983), which may
be noxious and toxic (Daly et al., 1987; Bevins & Zasloff,
1990; Erspamer, 1994) or adhesive (Arnold, 1982; Evans
& Brodie, 1994). Skin secretions often act synergistically
with defensive behaviour and aposematic colour patterns

{Johnson & Brodie, 1975; Brodie, 1977, 1983; Williams et
al., 2000; Toledo et al., 2011).

Studies have shown that an individual frog may display
several behaviours, which are presumably exhibited
according to the degree of stress imposed by the predator
(Williams et al., 2000). Some behaviours are displayed
exclusively during the approach and others exclusively
during handling of the potential predator (Toledo et al.,
2005; Ferreira et al., 2013; Lourengo-de-Moraes et al,,
2014). In addition, studies have shown that there are
differences of antipredator mechanisms across species,
populations, and sexes (Williams et al., 2000; Toledo et al.,
2005; Heyer & Giaretta, 2009).

Predation involves several phases such as locate,
identify, approach, subjugate, ingest, and digest prey
(Edmunds, 1974). Therefore, one can hypothesise that the
more types of antipredator mechanisms a species displays,
the more likely it will escape from different predators.
However the sequence of the behaviours may be more
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