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Resumo

A instabilidade do desenvolvimento (ID) consiste na incapacidade de um organismo seguir sua
trajetoria predeterminada de desenvolvimento e pode ser percebida atraves de alteracOes
fenotipicas decorrentes de perturbagdes aleatorias. Informacdes sobre a ID podem ser obtidas
atraves da analise de assimetria flutuante (AF) — diferencas entre os lados direito e esquerdo
de estruturas morfolégicas bilaterais, causadas por processos aleatérios durante o
desenvolvimento. Os niveis de AF podem aumentar a medida em que as condi¢cGes ambientais
se tornam desfavoraveis. Além disso, a analise de anomalias nos organismos também pode
fornecer informacdes sobre a qualidade do ambiente nos quais se desenvolveram, uma vez que
podem ter suas taxas aumentadas quando 0s organismos experienciam fatores estressores.
Pithecopus ayeaye € uma espécie endémica de regides de altitude do sudeste brasileiro, ao longo
dos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo. A espécie se reproduz principalmente em riachos
temporarios em matrizes de campos rupestres, que possuem sua conservagdo ameacada devido
a atividades antropicas. Considerando as perturbacdes que incidem sobre 0 ambiente da espécie,
avaliamos como diferentes niveis de qualidade ambiental, representados por parametros
indicadores de qualidade de dgua e ocupacdo humana do ambiente, refletem em diferencas de
simetria e presenca de anomalias nas larvas. Coletamos girinos e amostras de agua de diferentes
populacdes ao longo da area de ocorréncia da espécie. Obtivemos a caracterizacao fisico-
quimica das drenagens e indices de uso antropico do solo. Medimos oito tragos morfoldgicos
bilaterais nos individuos para a avaliacdo de AF e anomalias. As correlagGes entre as variaveis
ambientais e os desvios morfolégicos foram verificados através de modelos lineares
generalizados (GLMs). Fatores ambientais como menor turbidez, alcalinidade e maior distancia
de areas preservadas foram correlacionados com maiores niveis de AF nos girinos de P. ayeaye.
Enquanto isso, temperaturas mais baixas, maior uso antropico do solo no raio de 500 metros e
maior concentracdo de fésforo total estiveram associados a um maior escore de anomalias.
Observamos que populacdes de ambientes mais perturbados apresentaram um aumento dos
niveis de ambos os desvios morfolégicos, proporcionando medidas robustas e complementares
de qualidade ambiental. Pelas evidéncias aqui apresentadas, apontamos P. ayeaye como uma
possivel espécie bioindicadora dos riachos temporarios de campos rupestres, que Ssdo
extremamente importantes para a manutencdo da biodiversidade e da seguranca hidrica do

Cerrado.
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Abstract

Developmental instability (ID) is the inability of an organism to follow its predetermined
developmental trajectory and can be perceived through phenotypic changes resulting from
random perturbations. Information on ID can be obtained by analyzing fluctuating asymmetry
(AF) — differences between the right and left sides of bilateral morphological structures,
caused by random processes during development. AF levels may increase as environmental
conditions become unfavorable. In addition, the analysis of anomalies in organisms can also
provide information about the quality of the environment in which they developed, since their
rates can increase when organisms experience stressors. Pithecopus ayeaye is an endemic
species of highland regions of southeastern Brazil, along the states of Minas Gerais and Sé&o
Paulo. The species breeds mainly in temporary streams in campos rupestres, whose
conservation is threatened due to human activities. Considering the disturbances that affect the
species' environment, we evaluated how different levels of environmental quality, represented
by indicators of water quality and human occupation of the environment, reflect differences in
symmetry and the presence of anomalies in the larvae. We collected tadpoles and water samples
from different populations throughout the species' range. We obtained the physicochemical
characterization of the drainages and indices of anthropic use of the soil. We measured eight
bilateral morphological traits in individuals for the assessment of FA and anomalies.
Correlations between environmental variables and morphological deviations were verified
using generalized linear models (GLMs). Environmental factors such as lower turbidity,
alkalinity and greater distance from preserved areas were correlated with higher levels of FA in
P. ayeaye tadpoles. Meanwhile, lower temperatures, higher anthropic land use within 500
meters and higher concentration of total phosphorus were associated with a higher anomaly
score. We observed that populations from more disturbed environments showed an increase in
the levels of both morphological deviations, providing robust and complementary measures of
environmental quality. Based on the evidence presented here, we point to P. ayeaye as a
possible bioindicator species of temporary streams of campos rupestres, which are extremely

important for the maintenance of biodiversity and water security in the Cerrado.
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DHN Diametro horizontal das narinas

DNF Distancia narina-focinho

DO Diametro do olho

DOF Distancia olho-focinho

DON Distancia olho-narina

DTC Denticulos

DVN Diametro vertical das narinas

ED Estabilidade do Desenvolvimento

GLM Modelo Linear Generalizado

ID Instabilidade do Desenvolvimento

LTRF Labial Teeth Row Formulae (Férmula Oral das Fileiras de Denticulos)

SolT Solidos Totais

Turb Turbidez

VIF Fatores de Inflacdo de Variancia

wAICc Peso de Akaike
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1. INTRODUCAO

A estabilidade do desenvolvimento (ED) consiste na capacidade intrinseca de um
organismo em corrigir disfungdes e erros que interfiram no processo ontogenético,
garantindo assim a expressdo predeterminada de seus fenétipos (Palmer & Strobeck 2003;
Zakharov et al. 2020). A ED néo pode ser medida, uma vez que a expressao de uma forma
“ideal” é raramente conhecida (Palmer 1994; Mgller & Manning 2003). Contudo, ambos
os lados de estruturas bilaterais sdo considerados réplicas que compartilham o mesmo
genotipo e ambiente (Finnerty 2004; Graham et al., 2010), que sob condi¢des adequadas
de desenvolvimento, sdo presumivelmente simétricos e correspondem a uma forma
“ideal” (Palmer 1994; Dongen 2006; Benitez et al. 2020).

Em condigBes desfavoraveis, os distirbios que incidem sobre o sistema de
desenvolvimento agem localmente, acumulando seu efeito em cada lado de forma isolada,
resultando na variacdo de simetria dos individuos (Palmer, 1996; Dongen, 2006). Da
mesma forma, essas perturbacGes podem afetar e até mesmo interromper processos
durante o desenvolvimento, ocasionando alteracfes fenotipicas como malformacdes
(Mgller & Manning, 2003). Essas variagdes séo tratadas como ruidos que refletem a
instabilidade do desenvolvimento (ID) (Zakharov et al., 2020). A ID consiste na
inabilidade de um organismo em seguir uma trajetéria de desenvolvimento precisa, que
pode ser percebida através de alteracdes fenotipicas decorrentes de perturbacdes durante
o0 desenvolvimento (Palmer 1994; Markow 1995). Assim, informacdes sobre a ID podem
ser obtidas através da analise da diferenca entre os lados de organismos bilaterais e
pequenas anomalias, como a perda ou malformacéo de uma estrutura corporal (Mgller &
Manning, 2003; Graham et al., 2010).

Animais bilateralmente simétricos apresentam trés tipos de assimetria que podem
ocorrer conjuntamente em um mesmo trago: assimetria direcional, antissimetria e
assimetria flutuante (Valen, 1962). As trés assimetrias diferenciam-se basicamente pela
distribuicdo de frequéncia da diferenca entre os lados em uma populacdo, mas também se
distinguem por suas propriedades estatisticas e biolégicas (Klingenberg, 2015; Benitez et
al., 2020).
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A assimetria direcional (AD) consiste em um padrdo de variacdo em que um lado
de um traco é significativamente diferente do outro e a direcionalidade da assimetria (i.e.,
lado direito ou esquerdo) geralmente é a mesma nos individuos dentro da populacéo
estudada (Valen 1962; Palmer 1994). Nesse tipo de assimetria, a distribuicdo de
frequéncia da diferenca entre os lados na populacdo € normal, com a média sendo
estatisticamente diferente de zero (Palmer & Strobeck, 2003). A AD é comumente vista
em Orgaos internos de mamiferos, como o cora¢do, que possui o lado esquerdo maior que
o lado direito, ou os pulmdes, que apresentam trés lobos do lado direito e apenas dois do
lado esquerdo (Figura 1; Valen 1962; Klingenberg 2015).

Figura 1. Distribuicdo de frequéncia da diferenca entre lados correspondente a assimetria
direcional (AD). Ao lado temos a ilustracdo de um coragdo humano, um 6rgdo que
apresenta AD. A linha tracejada no grafico a esquerda representa o ponto com média zero,
que seria esperado em caso de simetria. D = lado direito, E = lado esquerdo, f = frequéncia

das observacdes.

Na antissimetria (AT), um ou mais lados de um traco se desenvolvem
significativamente mais do que outro, mas a magnitude da assimetria na populacéo € igual
para os dois lados (Palmer, 1994). Os individuos podem ser assimétricos tanto para
esquerda, quanto para direita em frequéncias semelhantes, sendo que organismos
perfeitamente simétricos sdo menos comuns. A AT pode ser observada na populacéo
humana, no caso de individuos destros e canhotos (Valen, 1962), em que individuos
ambidestros constituem a menor parte da populagéo. Esse padrdo também pode ser visto
em caranguejos-violinistas, em que machos apresentam varia¢cao no tamanho das pincas,
sendo mais desenvolvidas do lado direito ou esquerdo na populacdo (Figura 2;

Sanseveriano & Nessimian, 2008). A distribuicdo de frequéncia da variacao entre lados €
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dada sobre uma média zero e é bimodal ou platicurtica (Valen, 1962; Palmer & Strobeck,
2003).

¥

D-E

Figura 2. Distribuicdo de frequéncia da diferenca entre lados correspondente a
antissimetria (AT). Ao lado temos machos de caranguejo-violinistas, que apresentam as
pingas de um lado ou de outro mais desenvolvidas. A linha tracejada no gréfico a esquerda
representa o ponto com média zero, que seria esperado em caso de simetria. D = lado

direito, E = lado esquerdo, f = frequéncia das observagdes.

Por altimo, a assimetria flutuante (AF) corresponde uma distribuicdo normal da
variacdo bilateral, em que a média da populacdo € simétrica, ou seja, a maior parte dos
individuos possui assimetria proxima a zero (Palmer & Strobeck, 2003; Graham et al.,
2010). Os desvios de simetria sdo direcionados aleatoriamente nos organismos da
populacdo e a maioria dos individuos possui pouca ou nenhuma assimetria (Figura 3;
Mgller & Manning, 2003).

9)
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia da diferenca entre lados correspondente a assimetria
flutuante (AF). Ao lado temos dois anuros, em que um é bilateralmente simétrico e o
outro apresenta um pequeno desvio de simetria. A linha tracejada no grafico a esquerda
representa o ponto com média zero, que seria esperado em caso de simetria. D = lado

direito, E = lado esquerdo, f = frequéncia das observacoes.

Enquanto a AD e a AT correspondem a manifestagdes de fendtipos com
programas restritos de desenvolvimento, a AF pode refletir o estresse experienciado
durante o mesmo (Palmer 1996; Mgller & Manning 2003). A AF corresponde ao balanco
entre os ruidos do desenvolvimento e os mecanismos de corre¢do, sendo resultado da
incapacidade dos individuos se desenvolverem seguindo padrdes predeterminados
(Palmer & Strobeck, 2003; Zakharov et al, 2020). Por esse motivo, a
quantificagdo/medicdo da AF é considerada uma ferramenta efetiva para mensurar niveis
de ID, uma vez que os niveis de AF podem aumentar a medida em que as condi¢cbes
ambientais se tornam desfavoraveis (i.e., temperaturas elevadas/baixas, qualidade e
disposicéo de recursos, entre outras) (Dongen 2006; Graham et al. 2010; Graham 2021).
Ademais, os dados podem ser facilmente obtidos, analisados e proporcionam informagdes
sobre a aptiddo individual (Mgller & Manning 2003; Dongen 2006).

AlteracGes de estruturas morfologicas, além do que é comumente esperado dentro
de uma variagdo normal, também tém sido observadas como respostas a fatores
ambientais (Henle et al., 2017a). Tais alteracGes, podem ser classificadas de diversas
formas, mas duas definicdes sdo mais difundidas: malformacdes e deformidades. As
malformacgdes sdo alteracfes permanentes resultantes de imprecisdes que ocorreram
durante a fase de morfogénese, em processos celulares e/ou de transcricdo (i.e.,
diferenciagdo, migracdo e multiplicacdo de células) (Johnson et al., 2001; Meteyer, 2000)
Diferente das malformacdes, as deformidades ndo se originam de falhas durante os
processos embrionarios. Elas constituem modificagdes decorrentes de fatores mecanicos
(i.e., amputacdo) sobre estruturas morfoldgicas formadas originalmente em uma
configuragdo correta (Johnson et al., 2001; Meteyer, 2000). Apesar de teoricamente
diferenciaveis, na pratica é muito dificil distinguir os dois tipos de varia¢fes, uma vez
que ndo é possivel rastrear as causas das alteracfes observadas. Para isso, Henle et al.

(2017b) recomendam o uso do termo “anomalias” para se referir tanto as deformidades,
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quanto as malformacg6es, quando ndo se tem certeza sobre a origem da alteracdo que

estamos observando.

Segundo Blaustein & Johnson (2003), anomalias sdo normalmente esperadas a
uma taxa de até 5% dos individuos para popula¢des de anfibios, entretanto, taxas entre
15 e 90% tém sido reportadas. O aumento das taxas pode estar relacionado a diversos
fatores, como exposi¢édo a raios UV (Blaustein & Johnson, 2003; Londero et al., 2019),
parasitas (Drake et al., 2007; Johnson & Chase, 2004), atividades agropecuérias (Babini
et al., 2016; Borges et al., 2019; Herek et al., 2020) e contaminacgdo quimica (Pinelli et
al., 2019; Slaby et al., 2019). Desta forma, a avaliacdo dos niveis de anomalia das
populacgdes se torna uma ferramenta efetiva de medicao de impactos ambientais sobre os

organismos.

Os anfibios sdo animais sensiveis a alteracbes ambientais, principalmente aquelas
causadas por atividades antropicas, como perda e fragmentacao de habitat (Belasen et al.,
2019), contaminacao quimica (Costa & Nomura, 2016; da Silva et al., 2020; Motta et al.,
2020), introducdo de espécies exoticas (Forti et al., 2017; Vrcibradic et al., 2017),
disseminacdo de doencas infecciosas (Carvalho et al., 2017; Ruggeri et al., 2019; Scheele
et al., 2019), dentre outras. Tal sensibilidade contribui para que o grupo seja 0 mais
ameacado de extincdo do mundo, com mais de 3.400 espécies categorizadas em algum
nivel de ameaga (IUCN 2022). A vulnerabilidade dos anfibios esta relacionada as
caracteristicas da biologia destes animais, como a pele permeével (Toledo & Jared 1993;
Rowe et al. 2003; Brischoux et al. 2021), a baixa capacidade de dispersdo (Bulger et al.
2003; Bowne & Bowers 2004; Cushman 2006) e ao ciclo de vida, que é bifasico em
grande parte das espécies. Neste tipo de ciclo de vida complexo (sensu Wilbur 1980), que
contempla geralmente uma fase larval aquatica e uma fase adulta terrestre, 0s organismos
estdo expostos a diferentes perturbacdes nos seus respectivos ambientes de vida (Rowe et
al. 2003; Becker & Loyola 2008).

A qualidade do ambiente, principalmente dos corpos d’agua, pode determinar a
presenca ou a auséncia de espécies de anfibios em um determinado local (Ebrahim et al.,
2020) e afetar a ED dos organismos. Individuos que experienciam estressores ambientais
estdo mais propensos a exibirem padrfes de assimetria e/ou anomalias. Além disso, estas
perturbacdes podem levar as populacBes ao declinio e alterar sua estrutura e dindmica ao

longo do tempo (Mgller, 1997; Sanseveriano & Nessimian, 2008).
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Interferéncias na ED de anfibios tém sido correlacionadas a diversos impactos
antrépicos nos ambientes. Em relacdo a AF, grande parte dos estudos sao focados na fase
adulta destes animais e correlacionam elevados niveis de AF com fatores como pH
(Soderman et al., 2007), contaminacdo por ranavirus (St-Amour et al., 2010) e
proximidade de centros urbanos, com maiores indices de industrializacdo e ocupacao
humana (Zhelev et al., 2015, 2022; Eisemberg & Bertoluci, 2016; Zhelev et al., 2019,
2021; Lopez-Aguirre et al., 2021). Dos poucos trabalhos realizados com a fase larval
(Eterovick et al., 2015; Costa & Nomura, 2016; Costa et al., 2017; Earl & Whiteman,
2010), apenas dois encontraram relagéo significativa entre AF e perturbagdes ambientais,
sendo elas atividades agropecuarias intensivas e reducdo de vegetacéo arbustiva ao redor
dos corpos d’agua (Costa et al., 2017) e exposi¢édo a herbicidas (Costa & Nomura, 2016).
Em relacdo a anomalias, estudos tém demostrado que alteracBes de estruturas
morfoldgicas de adultos e girinos podem estar relacionados a presenca de poluentes
(Bacon et al., 2013; Rowe et al., 1996, 1998; Slaby et al. 2019; Babini et al. 2016),
doencas infecciosas (Drake et al., 2007; Fellers et al., 2001; Navarro-Lozano et al., 2018),
alteracdo de habitat (Sievers et al. 2017; Borges et al. 2019) e mudancas de temperatura
(Harkey & Semlitsch, 1988; Weerathunga & Rajapaksa, 2020). O trabalho de Souza et
al. (2021) traz uma revisdo dos registros de anomalias para a fase larval, juvenil e adulta
de anuros brasileiros. Em girinos, estas malformacdes ocorrem frequentemente no disco
oral das espécies, ocasionando a desqueratinizacdo de estruturas utilizadas na
alimentacdo, o que leva a uma diminuicdo da aptidao dos individuos (Venesky et al.,
2010; Tolledo et al., 2014).

Pithecopus ayeaye Lutz, 1966 é uma espécie endémica de regides de altitude do
sudeste brasileiro, com distribui¢cdo ao longo dos estados de Minas Gerais e S&o Paulo
(Magalhées et al. 2017; Frost, 2021). A espécie se reproduz principalmente em riachos
temporarios com vegetacdo arbustiva adjacente (de Oliveira, 2017; Pezzuti et al., 2009).
Os ovos sdo depositados em folhagens que sdo posteriormente dobradas pelos adultos,
para protecdo do ninho, caracterizando um modo reprodutivo terrestre tipico dos anuros
da familia Phyllomedusidae (Nunes-de-Almeida et al., 2021). Ao atingir estagio de
desenvolvimento 25 (Gosner, 1960), os ovos eclodem e os girinos caem dentro do corpo
d’agua, onde permanecem até completar sua metamorfose. A reproducdo de P. ayeaye

ocorre em matrizes de campos rupestres, um ambiente que possui sua conservacdo
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ameacada devido a atividades antropicas, como extragdo de recursos vegetais e

minerarios, introducéo de espécies exdticas, incéndios e turismo (Silveira et al., 2016).

Considerando que as perturbacGes que incidem sobre o habitat da espécie podem
afetar a sua estabilidade do desenvolvimento, o objetivo deste trabalho foi verificar a
ocorréncia de assimetria flutuante e anomalias em girinos de Pithecopus ayeaye de
localidades de campos rupestres com diferentes niveis de perturbacdo ambiental.
Esperamos que diferentes indices de qualidade ambiental, representados por parametros
indicadores de qualidade de 4gua e ocupac¢do humana do ambiente, reflitam em diferencas
de simetria e anomalias nas larvas de P. ayeaye. Nossa predicdo € que organismos de
ambientes mais perturbados apresentardo niveis de desvios de desenvolvimento (AF e
anomalias) mais elevados, quando comparados com individuos de ambientes mais

conservados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo e coleta de espécimes

Pithecopus ayeaye habita principalmente areas de campos rupestres, geralmente
em altitudes acima de 900 metros e encontra-se distribuida na regido centro sul do estado
de Minas Gerais nas serras do Quadrilatero Ferrifero, do planalto da Serra da Canastra e
das Vertentes da Gerais, e no estado de S&o Paulo, no municipio de Pedregulho (Figura
4; Araujo et al., 2007; Magalhdes et al., 2017; 2021; Frost 2021). A area de distribuicdo
da espécie contempla algumas unidades de conservacdo, como o Parque Nacional da
Serra da Canastra e o Parque Nacional da Serra do Gandarela no estado de Minas Gerais
e 0 Parque Estadual das Furnas do Bom Jesus, no Estado de S&o Paulo. Entretanto, a
maior parte de sua distribuicdo localiza-se em areas de campos rupestres ndo protegidos
(Magalhées et al., 2017). Essas areas sdo de grande interesse econdmico para atividades
mineradoras, agropecuarias (e.g. monoculturas e criacdo de gado), de extracdo vegetal e
turismo, o0 que tem causado impactos ambientais em escalas micro (e.g. qualidade de
agua) e macro (e.g. perda de habitat) ambientais na area de ocorréncia da espécie (Silveira
etal., 2016).



Figura 4. Exemplos de ambientes reprodutivos de Pithecopus ayeaye em diferentes locais
de ocorréncia da espécie. (A) Sdo Roque de Minas — MG; (B) Araxa — MG; (C) Sao Joéo
Batista do Gléria — MG; (D) Séo Jodo del-Rei — MG.

Girinos de P. ayeaye com estagios de desenvolvimento entre 25 e 41 (Gosner,
1960) foram coletados em 24 pontos de amostragem (Figura 5; Tabela S1) ao longo das
principais regides de ocorréncia da espécie, em 16 municipios no estado de Minas Gerais,
no periodo de dezembro de 2019 a fevereiro de 2021. As areas amostrais incluiram desde
pontos localizados em unidades de conservagdo, presumidamente isolados de impactos
ambientais mais severos, até pontos com intenso uso do solo por atividades antropicas,

como por exemplo, riachos localizados as margens de monoculturas e rodovias.
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Figura 5. Pontos de coleta de amostras de agua e girinos de Pithecopus ayeaye.

Os girinos foram coletados durante o dia, com o auxilio de peneiras de méo e
foram imediatamente eutanasiados em lidocaina 5% e fixados em formalina 10%
(Licenca SISBIO numero: 74006-3). Os lotes encontram-se depositados na Colecdo de
Girinos do Centro de Colecdes Taxondmicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(CCTUFMG) (Apéndice Al).

2.2. Coleta de amostras de agua

Amostras de agua foram coletadas nos pontos durante a amostragem dos girinos
de P. ayeaye para analise de qualidade ambiental. Para isso, coletamos duas amostras de
agua em garrafas plasticas limpas com capacidade de 1,5 L, que foram seguidamente
armazenadas em refrigeradores em temperaturas de 4 a 8 °C. Para as analises de demanda
bioguimica de oxigénio adicionamos 15 mL de HNO5; concentrado (50%) em uma

amostra para acidificacao.

2.3. Andlise das amostras e obtencao de varidveis quantitativas do ambiente
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Para a caracterizacdo dos aspectos fisico-quimicos da agua de cada ponto
amostrado, obtivemos em laboratorio as seguintes variaveis: oxigénio dissolvido (%; OD)
através do método Winkler-Azida (Winkler, 1888), coliformes fecais (NMP/100 mL; CF)
em meio seletivo Agar Levine (BEM; Vazoller, 1995), demanda bioquimica de oxigénio
(mg 0,/L; DBOs) pelo método de Winkler (Winkler, 1888), nitrogénio total (mg/L; NO5)
pelo método NTD (Spectro Kit Nitrato Alfakit; APHA, 2005), fésforo total (mg/L; P0O,)
pelo método do molibdanovanadato (APHA, 1998), solidos totais (mg/L; ST) secos a
103-105 °C (APHA, 2005) e turbidez (APHA, 2005). Em campo obtivemos as variaveis:
temperatura (°C), pH e condutividade elétrica com uma sonda Hanna Multiparametros
Hedge e turbidez (uT; Tur) com sonda AKSO TU430.

Com os parametros obtidos em laboratorio e a temperatura medida no ambiente,
calculamos o indice de qualidade de &gua (IQA) de cada um dos pontos. O IQA utilizado
foi o proposto pela National Sanitation Foundation, descrito por Brown et al. (1970).
Este indice utiliza as nove variaveis consideradas as mais informativas em relacdo a
qualidade de aguas superficiais. O seu calculo é feito através da formula abaixo (Figura
6), onde g constitui uma pontuacdo de 0 a 100 referente a qualidade de cada variavel. O
valor de g é elevado a ponderacgdo w, que corresponde a importancia da variavel analisada

(Tabela S2). Por fim, multiplicando-se cada componente g obtemos o valor de IQA.

IQA =TI gi*

Figura 6. Formula utilizada para obtencéo do indice de qualidade de &gua (IQA), em que
[ corresponde ao multiplicatorio; gi € a qualidade da iésima variavel, wi 0 peso da iésima

qualidade e o i refere-se ao numero de ordem da variavel.

2.4. Analise de paisagem e obtencéo dos indices de uso antropico do solo

Para quantificar os indices de ocupacdo humana e uso do solo utilizamos a base
de dados MapBiomas referente ao ano de 2020 (Colecdo v.6.0; Souza et al. 2020). A
metodologia empregada é totalmente automatizada, integrada ao Google Earth Engine e
utiliza imagens de satélites Landsat com resolucéao espacial de 30 metros, correspondendo
a uma escala de 1:250.000.
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As coordenadas geograficas em UTM dos pontos amostrados foram plotadas
sobre as imagens do MapBiomas no programa QGIS v.3.16 (QGIS.org, 2022. QGIS
Geographic Information System. QGIS Association. http://www.qgis.org) e dois buffers,
com raios de 500 e 1000 metros, foram extraidos ao redor de cada ponto (Figuras 7 e 8).
Para cada buffer, foram estimadas da area total, as porcentagens referentes a cada uso de
solo, a fim de se obter os indices de perturbacdo antrépica a nivel de paisagem. As
categorias “Floresta”, “Vegetacdo Natural ndo Florestal” ¢ “Corpos d’Agua” foram
consideradas como ambientes naturais, enquanto as categorias “Agropecudria” e “Area

nao Vegetada” foram consideradas ambientes sob influéncia de ag¢des antropicas.

Calculamos também a distancia do ponto de amostragem até a area preservada
mais proxima. Para isso, utilizamos a ferramenta “linha”, com a qual mensuramos a
distancia em metros entre o ponto de amostragem e o pixel referente a ambientes naturais
mais proximo. Além disso, calculamos a distancia do ponto até o centro urbano mais

préximo com a mesma ferramenta.
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PTO1 PT02 PTO3 PTO4

PTO5 PTO6 PTO7 PTO8

Figura 7. Representacao grafica do uso do solo dos pontos de amostragem de Pithecopus
ayeaye, utilizando um raio de 500 metros. A cor verde representa ambientes naturais e a

amarela, ambientes antropizados.



PTO4
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Figura 8. Representacao grafica do uso do solo dos pontos de amostragem de Pithecopus

ayeaye, utilizando um raio de 1000 metros. A cor verde representa ambientes naturais e

a amarela, ambientes antropizados.



34

2.5. Andlise de assimetria flutuante

A precisdo da estimativa de AF aumenta de acordo com o0 numero de
caracteristicas avaliadas, visto que um Unico traco pode ter seu desenvolvimento afetado
por inimeros fatores aleatorios, proporcionando uma estimativa imprecisa da ID (Mgller
& Manning, 2003). Posto isto, selecionamos oito tracos morfoldgicos para aferir a
assimetria flutuante dos girinos de P. ayeaye: nimero de denticulos da fileira P1, diametro
horizontal das narinas, didmetro vertical das narinas, diametro dos olhos, distancia dos
olhos as narinas, distancia dos olhos ao focinho, distancia das narinas ao focinho e forma

do bico cérneo.

Como carater meristico usamos 0 numero de denticulos da fileira P1, que
apresenta um intervalo separando os lados direito e esquerdo (Figura 9). Escolhemos este
carater devido a possibilidade de ser medido sem erros na maioria das vezes, ndo havendo
necessidade de muitas repeticGes (Palmer 1994). A férmula oral dos denticulos (LTRF)
de P. ayeaye € 2 (2) / 3 (1), o que significa que os girinos possuem duas fileiras de
denticulos anteriores (Al e A2), em que a segunda apresenta um intervalo, além de trés
fileiras de denticulos posteriores (P1, P2 e P3), em que a primeira apresenta um intervalo.
A fileira A2 ndo foi utilizada para anélise, pois o intervalo ndo é claramente visivel em
todos os individuos. Individuos que apresentaram perda de denticulos ndo foram
contabilizados na contagem. Fotografamos 425 individuos com uma lupa Leica M205A
e os denticulos (DTC) foram contabilizados trés vezes de cada lado através das fotografias
obtidas. O procedimento foi realizado por uma mesma pessoa a fim de se reduzir os
efeitos de observacdo. Cada contabilizacdo foi feita sem o conhecimento do resultado
anterior, método conhecido como “duplo cego”, para reduzir possiveis vieses. Os
individuos e os lados a serem contados foram aleatorizados durante o processo como

proposto por Eterovick et al. (2015).
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Figura 9. Disco oral do girino de Pithecopus ayeaye.

Como caracteres morfométricos, foram utilizados os didmetros horizontal e
vertical das narinas (DHN e DVN, respectivamente; n = 397; Figura 10), diametro
horizontal dos olhos (DO), distancia dos olhos as narinas (DON), distancia dos olhos ao
focinho (DOF) e distancia das narinas ao focinho (DNF) (medidas dorsais; n = 430;
Figura 11). A medicdo desses caracteres é continua, podendo ser aplicada a qualquer
estrutura e sendo limitada apenas pela precisdo, sendo necessarias repeticdes para
verificar se o valor do erro de medicéo é inferior a variacéo entre os lados (Palmer 1994).

Individuos que apresentaram anomalias nos tracos medidos ndo foram incluidos nas

analises.
Diametro
Vertical
das Narinas -
Diametro
Horizontal
das Narinas

Figura 10. Medidas das narinas do girino de Pithecopus ayeaye.
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Figura 11. Medidas dorsais do girino de Pithecopus ayeaye.

Obtivemos as fotografias dorsais e das narinas para obtencéo das medidas lineares.
As estruturas de cada lado foram medidas quatro vezes pelo programa TPS Dig v. 2.32
(RohlIf 2015). As medidas obtidas em pixels foram posteriormente transformadas em

milimetros através da formula abaixo (Figura 12).

\/(x1 — %)%+ (1 — ¥2)°

Figura 12. Formula utilizada para transformar as coordenadas obtidas no TPS Dig em

medidas em milimetros.

A AF da forma do bico cérneo também foi avaliada. Assim como os denticulos, o
bico corneo é uma estrutura utilizada na obtencdo de alimentos, sendo uma porta de
entrada para particulas e substancias presentes no ambiente. A analise de AF da forma do
bico corneo foi feita através da morfometria geométrica, baseada na digitalizacdo de

marcos anatdmicos em duas dimensdes (2D).

Os bicos corneos de 448 individuos foram fotografados, dos quais 21 foram
removidos devido a deformacdes na estrutura, sendo considerados outliers que poderiam
inflar ou obscurecer os resultados da analise (Palmer & Strobeck, 2003). Cada individuo
foi fotografado duas vezes em momentos diferentes para testar o erro de posicionamento
e cada imagem obtida foi duplicada a fim de averiguar o erro de marcacdo dos pontos

anatdmicos (Figura 13).



37

As imagens foram transformadas e salvas através do programa TPS Util v. 1.81
(Rohlf 2015). Digitalizamos dois marcos anatbmicos, um em cada extremidade distal do
processo lateral do bico corneo, no programa TPS Dig v. 2.32 (Rohlf 2017). Em seguida,
com a ferramenta de curva, tragamos o contorno do bico corneo e reamostramos para 21
pontos equidistantes. Posteriormente, apagamos o0s pontos de curva das extremidades e
editamos o arquivo TPS, para reconhecimento de todos 0s pontos de curva como marcos
anatdbmicos. Apesar do bico cérneo possuir simetria objetiva (Mardia et al., 2000;
Klingenberg et al., 2002), foi necessario definir um marco anatdmico de referéncia para
separar os lados direito e esquerdo. Portanto, foram digitalizados 20 marcos anatdmicos

pareados e um ndo pareado (Figura 14).

AQUISICAO DOS DADOS 2D
(MORFOMETRIA GEOMETRICA)

FOTOGRAFAR O INDIVIDUO
DUAS VEZES EM MOMENTOS
DIFER

(ERRO DE POSICIONAMENTO)

DUPLICAR AS FOTOGRAFIAS
OBTIDAS

(ERRO DE DIGITALIZAGAO DE
MARCOS ANATOMICOS)

Ctrl + C Ctrl + V

Figura 13. Analises de erro de posicionamento e digitalizacdo de marcos anatémicos do
bico corneo de Pithecopus ayeaye, para posterior analise de assimetria flutuante através

da morfometria geométrica.
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Figura 14. Digitalizacdo dos marcos anatdmicos e pontos de curva do bico corneo de
Pithecopus ayeaye. A. Digitalizacdo dos pontos das extremidades distais dos processos
laterais e pontos de curva sobre o contorno da estrutura. B. Pontos de curva transformados

em marcos anatdmicos.

2.6. Analise de anomalias

Verificamos 451 girinos de P. ayeaye e as anomalias observadas foram
classificadas em uma matriz adaptada de Amaral et al. (2018), em que cada individuo
recebeu um escore de acordo com a intensidade da anomalia apresentada (Tabela 1).
Detectamos oito anomalias diferentes no corpo e no disco oral dos girinos de Pithecopus
ayeaye e classificamos de acordo com Drake et al. (2007) e Tolledo et al. (2014):
denticulos faltantes (Figura 15), interrupcdo da fileira de denticulos (Figura 16),

despigmentacédo dos denticulos (Figura 17), quebras, lacunas ou outras deformidades na
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aresta de corte do bico cérneo (Figura 18), auséncia de queratinizacdo do bico corneo
(Figura 19), perda completa dos labios (Figura 20), deformacao nos olhos (Figura 21) e
deformacdo do focinho. Posteriormente, fizemos a soma dos scores de todos 0s tracos
analisados para obter um score de anomalia individual e em seguida, fizemos a média por

populagéo.

Tabela 1. Descricdo das anomalias encontradas nos girinos de Pithecopus ayeaye e
classificacdo dos escore. tindica a nomenclatura proposta por Drake et al. (2007), 2Tolledo

et al. (2014) e *indicadas em nosso trabalho.

Anomalias

Escore

0

5

10

Denticulos faltantes!

Interrupcdo das fileiras
de denticulos*

Auséncia de
queratinizagdo dos

denticulos*

Quebras, lacunas,
perda ou outras
deformidades na aresta
de corte do bico

cérneot

Auséncia de
queratinizacdo do bico

cérneo?

Perda completa dos
labios?

Deformagdo no
focinho*

Deformac&o dos olhos*

Nenhuma perda de
denticulos

Fileiras de denticulos

intactas

Denticulos

queratinizados

Bico corneo intacto

Bico cérneo

queratinizado

Léabios intactos

Focinho intacto

Olhos intactos

Perda de denticulos em

uma fileira

Interrupgdo de uma

fileira de denticulos

Auséncia de
queratinizacdo de
denticulos em uma
fileira
Quebras, lacunas,
perda ou outras
deformidades na aresta
de corte da por¢éo
superior ou inferior do
bico corneo
Auséncia de
queratinizacdo da
porcéo superior ou

inferior do bico cérneo

Perda de um dos labios

Deformidade em um

olho

Perda de denticulos em
duas ou mais fileiras
Interrupgéo de duas ou
mais fileiras de
denticulos
Auséncia de
queratinizacao de
denticulos em duas ou

mais fileiras

Quebras, lacunas,
perda ou outras
deformidades na aresta
de ambas as porcdes do

bico c6rneo

Auséncia de
queratinizagdo de
ambas as por¢des do

bico c6rneo

Perda dos dois labios

Focinho deformado

Deformidade nos dois

olhos
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Figura 15. Individuo de Pithecopus ayeaye com: (A) denticulos faltantes em todas as
fileiras; (B) denticulos intactos.

Figura 16. Individuo de Pithecopus ayeaye com: (A) interrupcdo na fileira de denticulos

Al; (B) fileira de denticulos intactas.

A

Figura 17. Individuo de Pithecopus ayeaye com: (A) auséncia de queratinizacdo dos

denticulos em todas as fileiras; (B) denticulos perfeitamente queratinizados.
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Figura 18. Individuo de Pithecopus ayeaye com: (A) deformacdo no bico corneo; (B)

bico cérneo intacto.

Figura 19. Individuo de Pithecopus ayeaye com: (A) auséncia de queratinizagdo no bico

cérneo; (B) bico cérneo perfeitamente pigmentado.

Figura 20. Individuo de Pithecopus ayeaye com: (A) perda dos labios; (B) labios superior

e inferior intactos.
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Figura 21. Deformidades dos olhos em vista dorsal: (A) globo ocular esquerdo voltado
ligeiramente para cima; (B) globo ocular direito deslocado em sua porgdo superior,
voltado para dentro; (C) globo ocular direito voltado ligeiramente para cima e deslocado

totalmente, voltado para dentro.

2.7. Analises estatisticas
2.7.1. Medidas morfométricas e meristicas

O protocolo proposto por Palmer e Strobeck (1986; 2003) foi utilizado para as
anélises de AF. Para a avaliagdo dos pressupostos, foi utilizado o indice AF = (D - E),

em que D representa o lado direito e E o lado esquerdo (Palmer & Strobeck 1986; Figura

22).
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ASSIMETRIA
FLUTUANTE

TESTE DE GRUBBS

Busca por outliers nas medidas
originais e diferenca entre os lados

TWO-WAY ANOVA

Verifica a significéncia dos erros
nas medigdes eriginais

ANALISE DE
PRESSUPOSTOS

AF=(D-E)

TESTET

Verifica se as médias (D - E) se
diferenciam significativamente de 0

NORMALIDADE

Testa a normalidade dos dados

CORRELACAO

Verificar se o tamanho e estdgio de
desenvolvimento influenciam na AF (D - E)

Figura 22. Testes para avaliacdo da AF nos tragos mensurados de Pithecopus ayeaye.

A fim de se detectar e remover possiveis outliers foi realizado o teste de Grubbs
nas medicdes originais dos lados direito e esquerdo para todas as repeticdes (Grubbs,
1969). O mesmo teste foi feito com a diferenca entre os lados [i.e. (AF = D — E)] com

base na média das repeti¢fes por individuo.

Apos a exclusdo dos outliers, foi realizada uma two-way ANOVA com as
medicOes originais para estimar os quadrados médios do erro de medigéo e da interagdo
entre individuos e o lado. Para esta anélise, cada traco foi considerado uma variavel
resposta, os lados (i.e., direito e esquerdo) foram considerados fatores fixos e 0s
individuos como fatores aleatdrios. Posteriormente, foi realizado um teste t para uma
amostra (single sample) para averiguar se as médias se diferiam significativamente de 0

e inferir a existéncia de assimetria direcional (AD).

Para testar a normalidade dos dados, os valores de AF foram submetidos ao teste
de D’Agostino-Pearson, por ter sido desenvolvido para lidar com ndmero de amostras

acima de 100 (Miot, 2017). A dependéncia entre os indices de AF e tamanho foi verificada
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através do coeficiente de correlacdo de Spearman, assim como a dependéncia da AF com
0 estdgio de desenvolvimento. Todas as analises dos pressupostos foram feitas no
programa GraphPad Prism v.s. 9.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego,

California USA, www.graphpad.com).

Aplicamos a férmula de assimetria flutuante corrigida (AFcor) adaptada de Didde
& Rivera (2019; Figura 23) para corrigir a AD dos tragos avaliados. O primeiro
componente da formula corresponde a diferenca sinalizada entre os lados direito e
esquerdo (média das repeticBes) de cada individuo e o segundo componente se refere a
AD sinalizada da populacdo. Esta corre¢do também foi proposta por Klingenberg (2003)
e foi utilizada por Tocts et al. (2016), em que a AF é considerada o desvio de simetria dos
individuos da assimetria média, ao invés da simetria perfeita. Ao utilizar este
procedimento, assumimos que ambos os lados das estruturas avaliadas sdo quase
idénticos, uma vez que a AD encontrada é relativamente pequena (Klingenberg, 2003).
Aplicamos a férmula para todos os tracos, com e sem AD significativa, para que 0s
valores de AF obtidos pudessem ser comparaveis. Fizemos uma regressdo linear para

verificar se a correcdo interferiu nos dados originais dos tracos que nao apresentaram AD.

AF cor =| [D - E] - [2C-2]

Figura 23. indice de assimetria flutuante corrigido adaptado de Didde & Rivera
(2019).

Todos os tragcos medidos feriram o pressuposto da normalidade, entretanto o néo
cumprimento dos pressupostos é algo que pode ser esperado nas andlises de AF, segundo
Palmer & Strobeck (1986). Um fator apontado pelos autores é o de que os desvios de
simetria sdo muito pequenos e se distribuem muito préximos de zero, formando
distribuicdes ndo normais com curvas leptocurticas (Figura 24). Desta forma, assumimos
a ndo normalidade dos dados como um vestigio biologico e seguimos com as analises.
Em relagéo a distribuicdo de frequéncia da diferenca entre lados, o traco DTC apresentou
uma distribuicdo bimodal como a esperada para tracos com antissimetria (Figura S1).

Portanto, esse traco também foi excluido das analises seguintes.
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Figura 24. Curva altamente leptoclrtica devido ao grande numero de individuos

simétricos na populacdo, um reflexo do significado bioldgico da assimetria flutuante.

Apdbs obter os valores de AF corrigida (AFcor) dos individuos, calculamos o
indice composto de assimetria flutuante corrigida (CFAcor) adaptado de Leung et al.
(2000), que consistiu na soma dos valores absolutos de AFcor de todos os tragos, a fim
de se obter um valor unico por individuo. Para a obtencéo deste indice utilizamos apenas

os individuos que nédo tiveram nenhuma medida excluida no teste de Grubbs (n = 363).

2.7.2. Morfometria Geométrica

Apos obter as coordenadas cartesianas x-y de todos os marcos anatdmicos,
aplicamos uma superimposicdo de Procrustes para acessar as informacgdes sobre a
variacdo do contorno do bico cdrneo (Rohlf 1990; Zelditch et al. 2012; Figura 25). Esta

etapa € muito importante para as analises, uma vez que os efeitos escala, posicionamento
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e orientacdo sdo removidos (Klingenberg, 2015; Tatalovi¢ et al., 2020). Para medir 0s
erros de medicéo e identificar os tipos de assimetria presentes no traco realizamos uma
Procrustes ANOVA. Para todas as etapas utilizamos o programa MorphoJ v. 1.07a
(Klingenberg 2011).

Escalonamento

Reposicionamento ,
Reorientacao

Figura 25. Superimposic¢ao de Procrustes do bico cérneo de Pithecopus ayeaye. Nesta
etapa, removemos os efeitos de escala, posicdo e orientacdo da estrutura. Imagem
adaptada de Klingenberg (2015).

2.7.3. CorrelacOes entre parametros ambientais, desvios de simetria e anomalias

Primeiramente, padronizamos os dados ambientais através da fungdo “decostand”
do pacote “vegan” v. 2.6-6 (Oksanen et al., 2022) no programa R v. 4.2.2 (Core Team,
2022). Utilizamos o método “standardize”, que escala x para média zero e variancia
unitaria, com margem padrado igual a 2. Para avaliar a importancia relativa das variaveis
ambientais sobre os desvios de desenvolvimento observados, testamos a
multicolinearidade entre as variaveis preditoras utilizando a fung¢ao “vif” do pacote “car”
v. 3.1-1 (Fox et al., 2022), também no R. Nesta etapa, ndo utilizamos o IQA por ele ser
composto pelos parametros fisico-quimicos que testamos separadamente. Draper & Smith
(1998) recomendam a remocéo das variaveis preditoras com alta colinearidade, aquelas
que apresentem fatores de inflagdo de variancia (VIF) maiores que 10. Todas as variaveis

apresentaram valores de VIF inferiores a 10. Assim, nosso modelo foi composto pelos
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preditores: uso do solo em 500 m, uso do solo em 1000 m, distancia da area preservada
mais proxima, distancia do centro urbano mais préximo, temperatura, oxigénio
dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio, nitrogénio total, fosforo total, sélidos totais,
pH, turbidez (medidos em campo), condutividade elétrica. Com todas as variaveis
ambientais, construimos modelos lineares generalizados (GLMs) com distribuicdo
gaussiana, nos quais as variaveis resposta foram as AFs corrigidas de cada traco, o

CFAcor e 0 escore de anomalias, cada uma delas testada separadamente.

Posteriormente, utilizamos o critério de informagdo Akaike corrigido para
pequenas amostras (AlCc) para selecdo dos modelos. N@s retivemos multiplos modelos
com AAICc < 2, uma vez que todos eles se ajustam bem aos dados (Burnham & Anderson,
2004). Selecionamos 0 melhor modelo utilizando a fungdo “dredge” do pacote “MuMIn”
v. 1.47.1 no R (Burnhan & Anderson, 2002), que é baseada no peso de Akaike (wAICc),
que corresponde a probabilidade de um conjunto de variaveis resultar num melhor ajuste.
Verificamos o pressuposto da homogeneidade das variancias através do teste de Levene
e a distribuicdo normal dos residuos através de avaliacdes graficas da distribuicdo dos
dados (Brunhan & Anderson, 2002). Por tltimo, utilizamos a fungdo “importance” do
pacote “glmulti” v. 1.0.8 no R para determinar a importancia relativa de cada variavel
preditora selecionada para o modelo com maior wAICc (Calcagno et al., 2020). As
relagdes lineares entre as varidveis preditoras foram calculadas com as fungdes “rsq” e

“rsq.partial” do pacote “rsq” v. 2.5 no R (Zhang et al., 2022).

3. RESULTADOS

3.1. Parametros microambientais, indice de qualidade de &gua e uso antropico
do solo

A caracterizacdo fisico-quimica dos ambientes amostrados estd apresentada como
média £ desvio padrdo (minimo — méaximo). Girinos de Pithecopus ayeaye foram
encontrados em corpos d’agua com temperatura de 23,01 °C £ 2,25 (20,1 — 28,2 °C),
turbidez de 26,85 NTU + 64,78 (0 — 297 NTU), concentracdo de oxigénio dissolvido de
5,56 mg/L £ 1,12 (3,13 — 7,50 mg/L), demanda bioquimica de oxigénio de 0,93 mg/L +
0,69 (0,20 — 2,96 mg/L), concentracdo de nitrogénio total de 0,23 mg/L £ 0,28 (0,02 —
1,04 mg/L), concentragdo de coliformes fecais de 362,50 UFC/100 mL % 536,50 (0 —
2000 UFC/100 mL), concentracdo de fésforo total de 1,74 mg/L + 0,77 (1 — 4),
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concentragéo de solidos totais de 72,08 mg/L + 46,50 (25,0 — 175,0 mg/L), pH de 7,87 +
1,38 (4,96 — 9,51). Os valores dos parametros fisico-quimicos, indice de qualidade de
agua e uso antrdpico do solo no raio de 500 e 1000 metros para cada ponto amostrado se

encontram nas tabelas S3, S4 e S5, respectivamente.

3.2. Assimetria flutuante — tracos morfométricos e meristicos

De todas as medicGes originais dos individuos, encontramos e removemos duas
medidas referentes a DNF, 12 referentes ao DO e trés referentes ao DHN por meio do
teste Grubbs (Tabela S7). Ja na segunda rodada do teste sob as diferencas entre os lados,
foram encontrados e excluidos 20 outliers, sendo dois referentes a DNF, trés referentes a
DOF, quatro referentes a DON, oito referentes ao DO e quatro referentes ao DHN (Tabela
S6). Nenhum outlier para 0 DVN e DTC foi encontrado. Com a exclusdo dos dados,
seguimos as analises com 425 medidas para DTC, 426 medidas para DNF, 427 medidas
para DOF, 426 medidas para DON, 410 medidas para DO, 390 medidas para DHN e 397
medidas para DVN.

As médias das medidas DNF, DOF e DHN se diferiram significativamente de zero
(Tabela 3). A DNF e DOF apresentaram valores altos e significativos de AD na two-way
ANOVA (Tabela 2). Devido a isso, excluimos estes dois tracos das analises subsequentes.
Os tracos DON, DO e DHN apresentaram AF significativa e os erros de medigdo foram
significativamente menores que a AF, indicando que as medidas sdo confiaveis (Tabela
2).

Tabela 2. Resultados da two way ANOVA de todos os tragos morfolégicos mensurados.

Lado Individuo Lado x Individuo Erro
Tragos MS F dF MS F dF MS F dF MS dF

DNF 4.682* 12030 1 0.935* 7052 425 0.013* 3.314 425 0.0039 1218

DOF 2.400*  864.5 1 10.28* 1150 426 0.014* 5033 426 0.0028 1218
DON 0.0018 09374 1 5.685* 120.1 425 0.010* 5322 425 0.0020 1215
DO 0.0103  10.35 1 0.830* 64.65 409 0.003* 2.658 409 0.0001 1190
DVN  0.0041* 42.44 1 0.012* 3506 396 0.001* 6.615 396 0.0001 1188

DHN 0.0025  12.06 1 0.030* 2746 389 0.004* 1791 389 0.0002 1188
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DTC 4574 2581 1 705.7* 3248 424 17.39* 98.11 424 0.1773 850
*P < 0.0001; os valores em negrito correspondem a valores significativos.

A AFcor encontrada para os tracos mantidos para as proximas analises (DON,
DO, DVN e DHN) nédo foi influenciada pelo tamanho, nem com o estagio de
desenvolvimento. Os valores de AF dos tracos que ndo apresentaram AD ndo foram
afetados pela correcdo utilizada (r2 = 1; p < 0.05; Figura S2). Os resultados das analises

dos pressupostos encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos pressupostos para as analises de assimetria flutuante: teste t,

normalidade e dependéncia do tamanho e estigio de desenvolvimento (p < 0.01, em

negrito).
Teste t D’Agostino- Spearman Spearman
(one sample) Pearson (tam) (est)
Trago N T d.f. P K2 P R P R P

DNF 426 19.05 425 <0.0001 30.58 <0.0001 -0.215 <0.0001  0.075 0.1336
DOF 427 1311 426 <0.0001 3.76 0.1524 -0.110 0.0260 -0.099  0.0446
DON 426 04197 425 0.6749 11.87 0.0026 0.059 0.2285 0.066  0.1818

DO 410 1973 409  0.0492 20.14 <0.0001 -0.048 0.3398 -0.031  0.5322
DVN 390 2533 389 0.0117 31.35 <0.0001 0.084 0.0928 0.048 0.3374
DHN 397 2595 396 0.0098 9.92 0.007 -0.021 0.6689 0.073  0.1475
DTC 425 04529 424  0.6508 23.27 <0.0001 -0.011 0.8179 -0.004  0.9320

3.3. Anomalias

Encontramos alteracdes morfolégicas em 20 das 24 populagdes estudadas.
Anomalias orais foram detectadas em 17 populagdes, atingindo de 2.2 a 100% dos
individuos por populagdo e correspondendo a 91% das anomalias totais. Apenas uma
populacdo apresentou alteracdo no focinho para apenas um individuo e cinco popula¢@es
apresentaram alteragdes nos olhos. A perda de denticulos foi bastante expressiva,
correspondendo a 47.2% das anomalias, seguida das alteragdes do bico cérneo que
corresponderam a 19.8%. Em menores proporcdes, encontramos fileiras de denticulos
interrompidas (10.1%), alteracdes nos olhos (7.9%), despigmentacdo dos denticulos

(6.7%), despigmentacdo do bico corneo (5.6%), perda dos labios (3.4%) e deformacéo do
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focinho (1.1%). O escore de anomalias de cada populacdo pode ser observado na tabela

4 e as proporcdes de cada anomalia por populacdo encontram-se na tabela S7.

Tabela 4. Escore de anomalias de diferentes populagGes de Pithecopus ayeaye.

PopulacGes Localidade Escore de anomalias
PTO1 Séo Jodo Batista do Gloria - MG 0
PTO2 Séo Jodo Batista do Gloria - MG 0
PTO3 Vargem Bonita - MG 0.45
PTO4 S&o Roque de Minas — MG 0
PTO05 S&o Roque de Minas — MG 0
PTO6 Séo Jodo Batista da Canastra — MG 2.5
PTO7 Pocos de Caldas — MG 10.42
PTO8 Pocos de Caldas — MG 10.45
PTO9 Sé&o Jodo del-Rei — MG 0.83
PT10 Rio Acima — MG 15
PT11 Araxa — MG 2.27
PT12 Araxa — MG 3.81
PT13 Tapira— MG 0.29
PT14 Tapira— MG 2.08
PT15 Araxad - MG 0.42
PT16 Araxa — MG 0.91
PT17 Sacramento — MG 0.16
PT18 Perdizes — MG 0.13
PT19 Sdo Jodo del Rei — MG 0.34
PT20 Lavras — MG 0.11
PT21 Luminérias — MG 0.36
PT22 Luminarias — MG 1.25
PT23 Alpinépolis — MG 0.5
PT24 Bom Jardim de Minas — MG 1.39

3.4. CorrelacGes entre parametros ambientais e desvio de desenvolvimento

De inicio, realizamos regressdes lineares exploratorias para verificar a relacdo

entre os desvios morfoldgicos observados e os parametros ambientais mensurados para
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cada um dos pontos (indice de Qualidade de Agua (IQA) e métricas de paisagem). N&o
encontramos nenhuma correlacdo significativa entre os desvios observados e o IQA,
portanto, seguimos as analises com as varidveis ambientais separadamente. O pH que
compde o IQA foi medido em laboratorio e ndo apresentou correlagdo com nenhum
desvio observado. Além disso, durante 0 armazenamento de amostras € comum que a
matéria organica comece a se decompor, ocasionando na acidificacdo da agua coletada.
Com isso, optamos por utilizar os valores de pH e turbidez medidos em campo para as
préximas analises, visto que estes correspondem aos experienciados pelos organismos em

seu ambiente.

Todos 0os modelos GLM para os desvios de desenvolvimento foram relacionados
as variaveis ambientais turbidez, pH, sélidos totais, distancia da area preservada mais
préxima, distancia do centro urbano mais préximo, concentracdo de fosforo total, uso
antrépico do solo (em 500 e 1000 metros) e temperatura (Tabela 5). O resultado da

selecdo de modelos completa para cada combinacgéo testada encontra-se na tabela S7.

Tabela 5. Modelo linear generalizado (GLM) com o maior peso para cada variavel
resposta. Neles estdo relacionados os efeitos das variaveis ambientais sobre os desvios de

desenvolvimento observados em girinos de Pithecopus ayeaye.

Modelo df AICc Delta Peso
CFAcor x Turb 3 -544 0 0.259
AFcorDON x Turb 3 -981 0 0.247
AFcorDHN x pH 3 -1323 O 0.186
AFcorDVN x solT 3 -1193 0.46 0.168
AFcorDO x DistPres + Turb 4 -82.3 0 0.189
Anom x DistUrb + P +s1000 + s500 + Temp 7 1057 O 0.275

Abreviacbes: CFAcor, indice de assimetria flutuante composto; AFcorDON, assimetria flutuante
corrigida da distancia dos olhos as narinas; AFcorDHN, assimetria flutuante corrigida do
didmetro horizontal das narinas; AFcorDVN, assimetria flutuante corrigida do didmetro vertical
das narinas; AFcorDO, assimetria flutuante corrigida do didmetro dos olhos; Anom, escore de
anomalias; Turb, turbidez; solT, s6lidos totais; DistPres, distancia da éarea preservada mais

proxima; DistUrb, distancia do centro urbano mais proximo, P, concentracdo de fosforo total,
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$1000, uso antrdpico do solo em 1000 metros; s500, uso antrépico do solo em 500 metros; Temp,
temperatura; df, graus de liberdade, AlCc, critério de informacao Akaike corrigido;

Girinos de populagbes que ocorrem em ambientes com agua menos turva
apresentaram distancia olho-narina mais assimétrica (AFcorDON: r2 = 0.195, F = 6.587;

p =0.0176; Figura 26) e maiores coeficientes de assimetria flutuante (CFAcor: r2 =0.144;
F =4.898; p = 0.0376; Figura 27).

AFcorDON

0.10-

0 1 2 3 4
Turbidez (NTU) Padronizada

Figura 26. Reducdo do indice de assimetria flutuante corrigida (AFcor) da distancia olho-

narina (DON) de Pithecopus ayeaye em relacdo ao aumento da turbidez dos corpos
d’agua.
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Figura 27. Reducdo do indice composto de assimetria flutuante corrigida (CFAcor) de

Pithecopus ayeaye em relagdo ao aumento da turbidez dos corpos d’agua.

Além disso, girinos de popula¢Bes de ambientes alcalinos apresentaram didmetro
horizontal das narinas mais assimétrico (AFcorDHN: r2 = 0.242; F = 8.354; p = 0.0084;
Figura 28). Enquanto isso, populacdes de ambientes mais proximos a areas preservadas
apresentaram didmetros do olho menos assimétricos (AFcorDO: r2 = 0.130; F = 4.983; p
= 0.0366; Figura 29). Apesar do melhor modelo ser explicado pela interacdo entre as
variaveis “distancia de area preservada” e “turbidez”, a turbidez ndo foi significativa na

relacdo com a variavel resposta AFcorDO.
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Figura 28. Aumento do indice de assimetria flutuante corrigida (AFcor) do diametro
horizontal das narinas (DHN) de Pithecopus ayeaye em relacdo ao aumento do valor de
pH dos corpos d’agua.
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Figura 29. Aumento do indice de assimetria flutuante corrigida (AFcor) do diametro do
olho (DO) de Pithecopus ayeaye em relacdo a maior distancia dos corpos d’agua a areas

preservadas.

A variavel de anomalias foi a que mais apresentou correlacdes em comparagédo
aos demais tracos. Popula¢fes com maiores indices de anomalias se encontravam em
ambientes de temperaturas mais baixas (r2 = 0.378; F = 13.158; p < 0.0011; Figura 30),
com maior uso antrépico do solo em 500 metros (r2 = 0.524; F = 18.746; p < 0.0008;
Figura 31) e maior concentragdo de fosforo total (r2=0.204; F = 5.879; p <0.0006; Figura
32). O melhor modelo selecionado para a variavel de anomalias era explicado pela
interacdo entre as variaveis “distancia de centro urbano mais proximo”, “concentragdo de

[3

fosforo total”, “uso do solo em 1000 metros”, “uso do solo em 500 metros” e
“temperatura”, entretanto as relagdes entre a variavel resposta e os parametros “distancia
de centro urbano mais préximo” e “uso do solo em 1000 metros” ndo foram significativas.
A relacdo entre a assimetria flutuante encontrada para o didmetro vertical das narinas e

“solidos totais” ndo foi significativa.

Escore de Anomalias

1 0 1 2
Temperatura (°C) Padronizada

Figura 30. Reducdo do score de anomalias de Pithecopus ayeaye em relacdo ao aumento

da temperatura dos corpos d’agua.
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Figura 31. Aumento do score de anomalias de Pithecopus ayeaye em relagéo a maior uso
antropico do solo no raio de 500 metros.
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Figura 32. Aumento do escore de anomalias de Pithecopus ayeaye em relacdo a maior

concentracao de fosforo total nos corpos d’agua.
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3.5. Assimetria flutuante — Morfometria geométrica

O erro de digitalizacdo de marcos anatdmicos foi significativamente menor que o
erro de posicionamento, que por sua vez foi inferior a diferenca entre os individuos. N&do
houve AF significativa na variagdo do contorno do bico corneo, mas os valores obtidos
para AD foram significativos (Tabela 6), logo os dados de morfometria geométrica ndo

foram utilizados nas analises posteriores.

Tabela 6. Resultado da Procrustes ANOVA da varia¢do da forma do bico corneo de

Pithecopus ayeaye.

Efeito SS MS df F P (param.)
Individuo 454742908 0.0005618272 8094 21.93 <.0001
Lado 0.00192759 0.0001014523 19 3.96 <.0001
Ind * Lado 0.20733007 0.0000256153 8094 0.78 1.0000
Erro 1 0.53486265 0.0000329633 16226 1451 <.0001
Residuo 0.07371152 0.0000022714 32452

4. DISCUSSAO

Todos os tracos morfométricos mensurados nos girinos de Pithecopus ayeaye
apresentaram assimetria flutuante (AF) e apenas o diametro vertical das narinas (DVN)
ndo se correlacionou com nenhuma variavel ambiental avaliada. Esta variacao entre lados
de estruturas morfoldgicas constitui ruidos que sdo inerentes aos sistemas de
desenvolvimento e refletem na capacidade individual dos organismos em expressarem
seus fendtipos (Palmer & Strobeck 2003; Zakharov et al. 2020). Diferentes niveis de AF
podem ser um indicativo da qualidade dos ambientes sob 0s quais 0s organismos se
desenvolveram (Palmer 1996; Mgller & Manning 2003), uma vez que perturbagdes
ambientais podem elevar os niveis de AF das populagdes afetadas (Dongen 2006; Graham
et al. 2010; Graham 2021) e atuar como pressdo seletiva contra a sobrevivéncia dos
organismos. E esperado, entdo, que a selecdo natural favoreca niveis de AF mais baixos,
visto que os ruidos do desenvolvimento afetam negativamente a aptidao (Markow, 1995;
Magller, 1997; Mgller & Manning, 2003).

Observamos que as populacdes de P. ayeaye apresentaram maiores niveis de

assimetria flutuante corrigida (AFcor) do didametro do olho (DO) quanto mais distantes
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de areas naturais preservadas. O trabalho de Costa et al., (2017) demonstrou que girinos
de Scinax fuscomarginatus apresentaram aumento dos niveis de AF DO em ambientes
com menor vegetacdo marginal. Além disso, experimentos demostraram que girinos de
Physalaemus cuvieri que sofreram exposicao cronica ao herbicida RoundUp Original®
apresentaram maiores desvios de simetria no DO (Costa & Nomura, 2016). Assim, apesar
de nédo termos avaliado a exposicao a herbicidas, € possivel que o DO de girinos responda
a alterac6es microambientais e de paisagem, constituindo um bom traco a ser aferido em
analises de AF em girinos. Com 0s nossos resultados referentes a AFcorDO em conjunto
aos de Costa et al. (2017), podemos presumir que a integridade da cobertura vegetal
natural préxima aos corpos d’agua amortece impactos externos que podem refletir em
AF.

A turbidez foi a variavel ambiental a qual as variagdes de simetria encontrada
responderam mais frequentemente. Popula¢des de corpos d’agua mais cristalinos
apresentaram AFcor da distancia olho-narina (DON) e indices compostos de assimetria
flutuante corrigida (CFAcor) mais elevados. A turbidez pode ter multiplas origens,
podendo ser inofensivas, como as ocasionadas pelo revolvimento do solo e matéria
organica, ou nocivas, como resultantes da presenca de contaminantes quimicos e agente
microbioldgicos, que podem interferir na qualidade ambiental (World Health
Organization, 2017). Ambientes turvos possuem incidéncia de luz solar reduzida, o que
consequentemente, diminui a visibilidade da &gua e reduz a sobrevivéncia de organismos
fotossintetizantes, o que pode levar desoxigenacdo do meio aquatico (Davies-Colley &
Smith, 2001). Niveis mais altos de turbidez podem reduzir a capacidade competitiva e a
eficiéncia alimentar de larvas de anfibios, como demostrado para a salamandra
Ambystoma mexicanum (Chaparro-Herrera et al., 2020). Apesar dos efeitos negativos da
turbidez serem esperados para os anfibios, ndo foi o padrdo que observamos em nosso
trabalho. No presente estudo, o valor mais extremo referente a turbidez (Figuras 21 e 22)
corresponde a uma drenagem cujo periodo de amostragem ocorreu em um dia chuvoso.
Provavelmente, houve um aumento do fluxo de 4gua e movimentacdo de sedimentos, o
que pode ter influenciado no resultado obtido. Nesse sentido, ndo podemos descartar a
hip6tese de que a correlacdo observada seja meramente espuria, principalmente devido
ao baixo coeficiente de correlacdo. Entretanto, outros pontos também foram amostrados
durante periodos chuvosos e ndo apresentaram valores téo altos de turbidez.
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Neste sentido, levantamos duas hipoOteses. A primeira € a de que aguas mais
translicidas poderiam também proporcionar melhor visibilidade de objetos estressores,
como potenciais predadores de girinos de P. ayeaye, agindo como uma perturbagéo ao
desenvolvimento dos individuos. Sendo assim, ambientes mais turvos reduziriam a
capacidade visual dos predadores e proporcionariam uma maior protecdo aos girinos
(Chaparro-Herrera et al., 2020). Predadores invertebrados, como naiades de Odonata e
Belostomatidae, que utilizam o sistema visual como um dos componentes sensoriais para
a deteccdo de presas (Espanha et al., 2016), sdo comuns e abundantes nos ambientes de
desenvolvimento de P. ayeaye. A relagédo entre a presenca e abundancia de predadores
visualmente orientados e a interacdo com a turbidez da &gua influenciando nos desvios
de desenvolvimento em girinos permanece por ser testada. A segunda hipétese é baseada
na sugestdo de Palmer & Strobeck (1986), de que tragos que possuem menor importancia
funcional tenderiam a apresentar niveis de AF mais elevados, pois estariam submetidos a
pressdes seletivas mais fracas. Enquanto isso, estruturas diretamente associadas a aptidao,
estariam sob pressdes mais fortes e apresentariam niveis mais baixos de AF (Palmer &
Strobeck 1986). Desta forma, a variavel DON poderia apresentar menor significado
funcional sob as condic¢des vivenciadas pelos organismos. O CFAcor, por sua vez, é
considerado um parametro com maior poder de explicacdo quando comparado a AF de
tracos individuais, visto que a cada traco adicionado, o grau de liberdade das estimativas
é aumentado (Graham, 2021; Leung et al., 2000; Palmer & Strobeck, 2003). Entretanto,
nesta abordagem ndo é possivel compreender os efeitos dos desvios sobre a
funcionalidade das estruturas incluidas no indice, tornando abordagens de tracos

individuais mais vantajosas (Costa, 2014).

Observamos que populacdes de corpos d’4dgua mais alcalinos, apresentaram
indices de AFcor do diametro horizontal das narinas (DHN) mais elevados. O efeito do
pH sobre a estabilidade do desenvolvimento (ED) em anfibios ainda tem sido pouco
explorado (e.g., Soderman et al., 2007; Thabah et al., 2014). S6derman et al. (2007)
detectaram que adultos de ambientes acidificados apresentaram maiores niveis de AF nos
elementos esqueléticos, em relacdo aos de ambientes neutros. A acidez pode agir como
efeito limitante para a sobrevivéncia dos anuros, entretanto algumas espécies tém
demonstrado certa adaptacdo a esses ambientes (Gosner & Black, 1957; Résénen et al.,
2003). Também foi demostrado que girinos de Hyla annectans, tanto de ambientes &cidos,

quanto alcalinos, apresentaram deformidades no bico coérneo, reducdo e perda de
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denticulos, entre outros efeitos negativos (Thabah et al. 2014). No nosso estudo, 0s corpos
d’agua das populagbes com indices de AFcor mais baixos corresponderam em sua maioria
a ambientes de pH acido. Com isso, podemos inferir que ambientes na faixa de pH entre
4.9 e 7.5 proporcionam melhores condi¢cdes de desenvolvimento aos girinos de P. ayeaye.
Considerando a amostragem realizada neste estudo, notamos que muitos dos corpos
d’4gua mais alcalinos se localizavam proximos a areas agricolas, que geralmente
requerem preparos para o cultivo. Uma das etapas da preparacdo desses cultivos € a
calagem do solo, que consiste na incorporacdo de materiais de carater basico, cujo
objetivo é a reducdo da acidez do solo. Comumente, sdo utilizados calcita (CaCOs3) e
dolomita (MgCOs3), que constituem a principal fonte da alcalinidade da agua (Boyd et al.,
2016). Desta forma, a proximidade das drenagens de areas agricolas poderia favorecer a
deposicdo desses compostos na agua, alterando o seu pH e interferindo no

desenvolvimento dos girinos.

O indice de anomalia das populacdes foi a variavel que respondeu mais fortemente
aos parametros ambientais avaliados. O nimero total de anomalias e seus padrdes de
distribuicdo variaram entre as populacdes e foram explicados principalmente por
perturbacBes antrépicas do ambiente. As alteracbes foram predominantemente
encontradas no disco oral dos girinos, especialmente nos denticulos. O disco oral é a
principal via de contato do individuo com os fatores externos, principalmente por estar
envolvido na obtencdo de alimentos (Wassersug & Yamashita, 2001), o que pode estar
relacionado a concentracdo de anomalias nestas estruturas. Poucas populagdes
apresentaram taxas de anomalias dentro do esperado para populagdes saudaveis (< 5%;
Blaustein & Johnson, 2003).

As populacdes apresentaram maiores indices de anomalias em locais com maiores
atividades antrépicas no raio de 500 metros. Vale ressaltar que o uso antrépico do solo
mais expressivo encontrado em nossa area de estudo correspondeu a atividades
agropecudrias (Tabela S6). As populacdes de Pocos de Caldas - MG (PT07 e PT08; Figura
7) apresentaram indices de anomalias mais elevados que as demais populac@es e estavam
localizadas em ambientes com uso antrépico do solo acima de 79%. A popula¢do PTO7
estava localizada a jusante de uma plantacdo de batatas em que os proprietarios utilizavam
o0 herbicida glifosato (Mireile Reis do Santos, comunicacao pessoal). O uso de herbicidas
tem sido frequentemente relacionado a ocorréncia de anomalias em girinos,

principalmente em estruturas do disco oral (Babini et al., 2016; Blaustein et al., 2003;
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Borges et al., 2019; Herek et al., 2020; Pinelli et al., 2019; Slaby et al., 2019). Estudos
tém evidenciado como anomalias de estruturas bucais de girinos diminuem sua eficiéncia
alimentar e consequentemente, reduzem sua taxa de crescimento, prolongam sua fase
larval, aumentam a susceptibilidade dos individuos a predadores e outros prejuizos ao seu
desenvolvimento (Tolledo et al., 2014; Venesky et al., 2010). A populacdo PTO08 se
encontrava em uma area de pastagem que tinha sofrido incéndio prévio. Ndo encontramos
estudos que relacionem o efeito do fogo e anomalias em girinos. Da mesma forma,
populagGes de ambientes com concentracdes elevadas de fésforo total apresentaram
maior indice de anomalias. O fosforo é um dos principais nutrientes incorporados em
fertilizantes e sua presenca em corpos d’agua ¢ amplamente detectada em regides de
atividades agropecuarias (Bishop et al., 1999; Peltzer et al., 2008). Apesar dos
fertilizantes serem prejudiciais para algumas espécies de anfibios, afetando o
desenvolvimento e sobrevivéncia de girinos, reduzindo o sucesso reprodutivo dos adultos
e elevando a susceptibilidade a infeccdes parasitarias (Bishop et al., 1999; Hamer et al.,
2004; Rohr et al., 2008), diferentes concentracdes de fosforo ndo foram correlacionadas
ao aumento de anomalias para outras espécies (Bishop et al., 1999; Earl & Whiteman,
2010; Hamer et al., 2004; Smith, 2007). Entretanto, concentragdes elevadas de fésforo
em conjunto com outros estressores podem causar efeitos negativos indiretos sobre os
girinos (Earl & Whiteman, 2010; Peltzer et al., 2008). Além disso, altas concentracfes de
fésforo estdo relacionadas ao aumento do pH da agua, que pode interferir na performance
e desenvolvimento dos girinos e reduzir a disposicdo de alimentos no ambiente (Earl &
Whiteman, 2010; Thabah et al., 2014).

Uma das populacdes estudadas, do municipio de Araxa — MG, apresentou indice
de anomalias intermediario e estava em ambiente de atividades agricolas, com pastagem
natural mesclada com Brachiaria sp.. Além disso, a drenagem se localizava logo abaixo
de uma rodovia, onde 6leos automotivos escorriam para o curso d’agua (Tiago Pezzuti,
observacdo pessoal). Oleos motores possuem diversos poluentes em sua composicao,
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e metais pesados como chumbo, zinco,
cobre e outros que sdo tdéxicos aos seres vivos (Vazquez-Duhalt, 1989). Estes
componentes, principalmente os metais pesados, podem atuar como estressores
ambientais, causando degradacdo de branquias, mudancas de coloracdo, perda de
estruturas orais, malformacfes do condrocranio e redugdo do comprimento total de
girinos (Chai et al., 2022; Motta et al., 2020; Pinto Vidal et al., 2021; Spence et al., 2016).



62

Destaca-se que ainda ndo ha informagdes sobre a presenca de metais pesados nos
ambientes reprodutivos de P. ayeaye e seus efeitos sobre o desenvolvimento, reforcando

a necessidade de futuros estudos sobre os efeitos destes poluentes sobre a espécie.

As anomalias orais mais frequentes nas populacdes do municipio de Pogos de
Caldas - MG foram a perda e despigmentacdo de denticulos, deformacdo e
despigmentacdo do bico corneo e perda dos labios. Apesar de estarem possivelmente
relacionadas a presenga de contaminantes quimicos no ambiente (Pinelli et al., 2019;
Rowe et al., 1996; Rowe et al., 1998), a despigmentacdo de estruturas queratinizadas do
disco oral pode também ser um indicativo de quitridiomicose (Drake et al., 2007; Fellers
et al., 2001; Knapp & Morgan, 2006; Lisboa et al., 2013; Navarro-Lozano et al., 2018).
Né&o testamos a presenca do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) nos individuos
da localidade, entretanto ha registros visuais de adultos de outras espécies de anuros
sintomaticos na regido (Mireile Reis do Santos, comunicacdo pessoal). Impactos de
atividades antropicas sobre a paisagem podem proporcionar condigcdes favoraveis e
promover a disseminacdo de doencas infecciosas (Serrano et al., 2022). Assim, nédo
podemos descartar uma possivel sinergia entre impactos diretos no ambiente e o
favorecimento da infeccdo pela quitridiomicose na populacdo de Pocgos de Caldas.
Observamos também que populagdes de corpos d’agua mais frios apresentaram indices
de anomalia mais altos. Alguns trabalhos sugerem que a faixa de temperatura ideal para
0 desenvolvimento saudavel dos girinos seria entre 20 e 25 °C e individuos que
experienciam temperaturas extremas apresentaram desenvolvimento mais lento e
anomalias (Harkey & Semlitsch, 1988; Weerathunga & Rajapaksa, 2020). As populacOes
de Pocos de Caldas, que apresentaram maiores indices de anomalia, se encontravam em
ambientes mais frios (Tabela S3). Estudos demonstram que a faixa de temperatura de 17
a 25 °C favorece o crescimento de Bd (Bradley et al., 2002; Longcore et al., 1999;
Piotrowski et al., 2004), coincidindo com a hipotese de sinergia de impactos levantada

em nosso estudo.

Os resultados obtidos em relacdo a AFcorDO, a AFcorDHN e as anomalias
corroboraram a nossa hipétese de que populagbes de ambientes mais perturbados
apresentariam maiores desvios de desenvolvimento, quando comparados as populacgdes
de ambientes mais preservados. Percebemos também que a AF foi mais sensivel em
detectar perturbagdes microambientais, como turbidez e pH, do que os impactos causados

pelo uso antropico do solo, analisado aqui em uma escala de paisagem. Apesar AF nédo
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ter se mostrado efetiva em escalas macroambientais em alguns estudos (e.g., Eterovick et
al. 2015), incentivamos 0 uso de outras métricas de paisagem (i.e., distancia de areas
preservadas) e uma classificacdo mais refinada das matrizes obtidas. As anomalias, por
sua vez, responderam mais fortemente as variaveis analisadas, inclusive em escala de
paisagem. Entretanto, os desvios de desenvolvimento observados nas populagdes de P.
ayeaye nao foram respondidos pelo preditor “uso antrdépico do solo no raio de 1000
metros”, o que nos leva inferir que a espécie responde mais a impactos locais, do que em
escalas mais amplas. De forma geral, a AF é considerada uma ferramenta menos sensivel
a estresses, quando comparada a alteragdes morfoldgicas (Moller & Maning, 2003;
Dongen 2006; Graham et al., 2010). Entretanto, nosso estudo demonstra que o uso das
duas ferramentas proporciona medidas mais robustas e complementares sobre a qualidade

do ambiente.

Apesar dos anfibios serem considerados animais bioindicadores (Hopkins, 2007),
pouco se sabe sobre o0s requerimentos e condicOes ideais para a sobrevivéncia de
diferentes espécies. Critérios para escolha de indicadores de qualidade ambiental sdo bem
estabelecidos, mas raramente uma unica especie de anfibio atende a todos (Dale &
Beyeler, 2001; Sewell & Griffiths, 2009; Waddle, 2006). Atraves das evidéncias
apresentadas neste estudo, tanto em relacdo a AF, quanto a analise de anomalias, P.
ayeaye pode ser considerada uma espécie potencial como indicadora de qualidade
ambiental, mesmo que ndo atenda a todas as condic¢des propostas (e.g., distribuicéo da
espécie em ampla area geogréafica; uso de mais de uma espécie como bioindicadora). Os
ambientes onde P. ayeaye ocorre sdo extremamente importantes para a manutencdo da
biodiversidade e da seguranca hidrica do cerrado (Fernandes et al., 2020). Nosso estudo
demonstra que a espécie é sensivel aos impactos sofridos por estes ambientes, logo o
manejo adequado de P. ayeaye depende da preservacdo das nascentes e riachos de

primeira ordem onde ocorre.
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APENDICE
Al. Espécimes utilizados.

Pithecopus ayeaye. Girinos. Brasil: Minas Gerais: Alpindpolis (UFMG 2530), Araxa
(UFMG 2469-2470, 2475, 2477), Bom Jardim de Minas (UFMG 2531), Lavras (UFMG
2524), Luminérias (UFMG 2528-2529), Perdizes (UFMG 2480), Pocos de Caldas
(UFMG 2576-2577), Sacramento (UFMG 2478), Sao Jodo Batista do Gléria (UFMG
2560, 2563), Sao Jodo del Rei (UFMG 2512, 2578), Sdo Roque de Minas (UFMG 2568-
2570), Tapira (UFMG 2471-2472) e Vargem Bonita (UFMG 2565).
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Figura S1. Distribuicdo de frequéncia da diferenca entre os lados dos denticulos

demonstrando padrdo bimodal.
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Figura S2. Regressfes dos indices de assimetria flutuante FA1 e assimetria flutuante
corrigida (FAcor).



Tabela S1. Coordenadas geograficas dos pontos de amostragem da area de estudo.

78

L ) ) Altitude
Ponto Lote Municipio Estado Latitude Longitude ™)
m
Séo Jodo Batista
PTO1 UFMG2560 MG -20.54636 -46.41212 1280
do Gléria
S&o Jodo Batista
PTO2 UFMG2563 MG -20.53775 -46.40705 1228
do Gléria
PTO3 UFMG2565 Vargem Bonita MG -20.44849 -46.44809 1318
S&o Roque de
PTO4 UFMG2568 ) MG -20.26681 -46.5545 1416
Minas
S&o Roque de
PTO5 UFMG2569 ) MG -20.27951 -46.52078 1347
Minas
S&o Jodo Batista
PTO6 UFMG2570 MG -20.17271 -46.56616 1204
da Canastra
PTO7 UFMG2576 Pocos de Caldas MG -21.914219  -46.568231 1340
PTO8 UFMG2577 Pocos de Caldas MG -21.81018 -46.59798 1297
PTO9 UFMG2578 Sé&o Jodo del Rei MG -21.10529 -44,19846 1072
PT10 UFMG2590 Rio Acima MG -20.109913  -43.721864 1112
PT11 UFMG2469 Araxa MG -19.700611  -47.039722 1202
PT12 UFMG2470 Araxa MG -19.698639  -47.041222 1215
PT13 UFMG2471 Tapira MG -19.857417  -46.893861 1234
PT14 UFMG2472 Tapira MG -19.978389  -46.847028 1194
PT15 UFMG2475 Araxa MG -19.718667  -46.806611 1340
PT16 UFMG2477 Araxa MG -19.722806  -46.808278 1304
PT17 UFMG2478 Sacramento MG -19.813444  -47.247083 934
PT18 UFMG2480 Perdizes MG -19.634361  -47.253194 1119
PT19 UFMG2512 Sé&o Jodo del Rei MG -21.115833  -44.276306 1000
PT20 UFMG2524 Lavras MG -21.338583  -44.981556 1106
PT21 UFMG2528 Luminarias MG -21.546028  -44.865222 1079
PT22 UFMG2529 Luminarias MG -21.549361  -44.854778 1145
PT23 UFMG2530 Alpindpolis MG -20.867694  -46.422417 1008
Bom Jardim de
PT24 UFMG2531 ] MG -21.950361  -44.209667 1364
Minas
Tabela S2. Parametros e pesos para o célculo do IQA.
Parametro Unidade Peso (w)
Oxigénio dissolvido % de saturagédo 0.17
Coliforme fecais NMP/100 mL 0.15
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pH

Demanda Bioquimica de Oxigénio
Nitrogénio Total

Fosforo Total

Turbidez

Sélidos Totais

Temperatura

mg O,/L
mg/L
mg/L

uT
mg/L
°C

0.12
0.10
0.10
0.10
0.08
0.08
0.10

Tabela S3. Parametros fisico-quimicos e indice de qualidade de agua (IQA) dos corpos

d’agua de Pithecopus ayeaye. POP = populacdo; T =temperatura (°C); Turb = turbidez

(NTU); OD = concentragdo de oxigénio dissolvido (mg/L); DBO = demanda bioguimica

de oxigénio (mg/L); N = concentracédo nitrogénio total (mg/L); Colif = concentracdo de

coliformes totais (mg/L); P = concentragdo de fosforo total (mg/L); SolT = concentracéo

de solidos totais (mg/L); pH! = pH medido em laboratorio; pH2 = pH medido em campo;

IQA = indice de qualidade de agua; Clas. IQA = Classificacdo da qualidade da agua

segundo os valores de IQA.

POP T Turb OD DBO N Colif P SolT pH! pHz IQA %a;
PTO1 231 14 60 04 066 800 1.05 175 47 6.2  39.08 Ruim
PTO2 203 09 75 25 002 ND 1 75 69 56 73.16 Boa
PTO3 221 2970 52 09 025 300 2 50 72 7.6 5595 Razoavel
PTO4 207 327 59 29 002 0 202 50 58 56 6394 Razoavel
PTO5 202 01 64 09 030 100 2 25 56 49  57.63 Razoavel
PTO6 236 0 62 08 074 2000 2 100 67 63 5246 Razoavel
PTO7 201 0 38 1 006 0O 4 75 71 68 5337 Razoavel
PTO8 206 42 60 05 010 700 143 40 7.7 75  50.08 Ruim
PTO9 282 49 62 02 005 O 16 40 63 6.7 7346 Boa
PT10 21 83 61 04 004 0 14 25 70 83 7503 Boa
PT11 232 1253 62 08 030 100 23 25 63 94  60.05 Razoavel
PT12 238 04 64 06 009 200 1 75 69 92 6583 Razoavel
PT13 261 791 47 13 004 1000 2 150 64 81  50.68 Ruim
PT14 238 16 31 2 104 200 3 100 69 92 4463 Ruim
PTI5 255 21 51 12 007 ND 1 25 77 92 71.9 Boa
PT16 224 62 59 09 004 ND 16 25 69 75 7127 Boa
PT17 24 04 37 02 024 ND 3 100 65 88  59.49 Razoavel
PT18 228 07 49 05 043 300 2 25 68 94 57.85 Razoavel
PT19 271 88 36 12 004 ND 202 50 74 92 6266 Razoavel
PT20 219 446 65 08 005 ND 104 50 65 83 70.1 Boa
PT21 243 81 53 08 077 ND 133 50 41 9.0 48.2 Ruim
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PT22 228 01 65 05 0.05 0 1 150 73 95 63.46 Razoavel
PT23 253 0 69 0.7 0.03 100 1 100 55 83 60.04 Razoavel
PT24 205 178 54 02 01 ND 101 150 69 82 67.91 Razoavel

Tabela S4. Uso do solo no raio de 500 metros ao redor de cada ponto de amostragem.

Area I:NaturaIN(ka) Area Antropizada (km?) A Uso
ormagao " « rea o
Ponto Floresta Naturalgn&o 5,:2\;%(; Agropecudria C\erZZtggg Total Anstgcl)([)) |(%2)d0
Florestal (km2)
PTO1 0.1134 0.5589 0.1026 0.7749 13.24%
PT02 0.1746 0.3681 0.2268 0.7695 29.47%
PTO3 0.0342 0.3294 0.4158 0.7794 53.35%
PTO4 0.0207 0.5229 0.2268 0.7704 29.44%
PTO5 0.0621 0.6912 0.0225 0.7758 2.90%
PTO6 0.0783 0.225 0.468 0.7713 60.68%
PTO7 0.1485 0.009 0.6192 0.7767 79.72%
PTO8 0.1458 0.6237 0.7695 81.05%
PT09 0.6498 0.1197 0.7695 15.56%
PT10 0.0288 0.6723 0.0729 0.0045 0.7785 9.36%
PT11 0.2457 0.081 0.4473 0.774 57.79%
PT12 0.1359 0.0756 0.5562 0.7677 72.45%
PT13 0.2601 0.1458 0.3636 0.7695 47.25%
PT14 0.0801 0.2583 0.4392 0.7776 56.48%
PT15 0.0315 0.3456 0.3996 0.7767 51.45%
PT16 0.0522 0.468 0.2493 0.7695 32.40%
PT17 0.1894 0.2088 0.0324 0.3384 0.0081 0.7771 43.55%
PT18 0.1359 0.0846 0.5499 0.7704 71.38%
PT19 0.3177 0.4545 0.7722 58.86%
PT20 0.1935 0.4392 0.1449 0.7776 18.63%
PT21 0.0279 0.5166 0.2187 0.0063 0.7695 28.42%
PT22 0.0639 0.7011 0.0054 0.7704 0.00%
PT23 0.0603 0.2331 0.4806 0.0009 0.7749 62.02%
PT24 0.1359 0.522 0.1017 0.0126 0.7722 13.17%

Tabela S5. Uso do solo no raio de 1000 metros ao redor de cada ponto de amostragem.

Area Natural (km?) Area Antropizada (km2) )

Formagdo Corpos . Areanio Ared Uso
Ponto Floresta Natural ndo d'Agua Agropecuaria vegetada Total  Antrdpico

Florestal (km?)  do Solo (%)
PTO1 0.6039 1.7145 0.7695 0.0054 3.0933 24.88%
PTO2 0.3402 1.1268 1.6173 0.0045 3.0888 52.36%
PTO3 0.3636 1.0377 1.6866 3.0879 54.62%
PTO4 0.1836 2.4534 0.4464 3.0834 14.48%

PTOS 0.27 2.7306 0.09 3.0906 2.91%
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PTO6 0.2826 0.9405 1.8666 3.0897 60.41%
PTO7 0.6579 0.009 2.4192 3.0861 78.39%
PTO8 0.6039 1.7145 0.7695 0.0054 3.0933 24.88%
PTO9 0.4455 2.1393 0.5175 3.1023 16.68%
PT10 0.4473 0.3024 2.3355 3.0852 75.70%
PT11 0.9342 0.2421 1.9098 3.0861 61.88%
PT12 0.963 0.2664 1.8549 3.0843 60.14%
PT13 1.3824 0.5265 1.1799 3.0888 38.20%
PT14 0.8478 0.7038 1.5354 3.087 49.74%
PT15 0.5148 1.0116 1.5588 3.0852 50.53%
PT16 0.5373 1.3059 1.2447 3.0879 40.31%
PT17 0.6372 0.5607 0.0549 1.8243 0.0171 3.0942 58.96%
PT18 0.4473 0.3024 2.3355 3.0852 75.70%
PT19 0.1305 1.3167 1.6497 3.0969 53.27%
PT20 0.9216 1.4031 0.7668 3.0915 24.80%
PT21 0.2304 1.7046 1.1457 0.0063  3.087 37.11%
PT22 0.3609 2.4903 0.2268 0.0099 3.0879 7.34%
PT23 0.4806 0.612 1.9917 0.0045 3.0888 64.48%
PT24 0.9675 1.2366 0.8685 0.0126  3.0852 28.15%

Tabela S6. Outliers detectados e removidos pelo teste de Grubbs. Na primeira etapa,
temos os outliers referentes as medicdes originais dos lados direito e esquerdo. Na

segunda etapa, temos os outliers referentes as diferencas entre as médias dos lados.

12 etapa
Traco Lote Localidade Numero de medidas
DNF (lado esquerdo) UFMG2512B Sé&o Jodo del-Rei - MG 2
DO (lado direito) UFMG2472A Tapira - MG 1
UFMG2478A Sacramento - MG 1
Bom Jardim de Minas -
UFMG2531 MG 1
UFMG2576  Pocos de Caldas - MG 1
UFMG2577A Pogos de Caldas - MG 3
DO (lado esquerdo) UFMG2577A Pocos de Caldas - MG 5
DHN (lado direito) UFMG2470B Araxa - MG 2
DHN (lado esquerdo) UFMG2470B Araxa - MG 1
2% etapa
Traco Lote Numero de medidas
DNF

UFMG2472A Tapira - MG 2



DOF

DON

DO

DHN

UFMG2480A
UFMG2524A
UFMG2577A

UFMG2478A
UFMG2480A
UFMG2512B
UFMG2576

UFMG2469
UFMG2472A
UFMG2480A

UFMG2531
UFMG2565
UFMG2577A

UFMG2524

Perdizes - MG
Lavras - MG

Pocos de Caldas - MG

Sacramento - MG

Perdizes - MG

S&0o Jodo del-Rei - MG
Pocos de Caldas - MG

Araxa - MG
Tapira - MG
Perdizes - MG

Bom Jardim de Minas -

MG

Vargem Bonita - MG
Pocos de Caldas - MG

Lavras - MG
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e =

N

Tabela S7. Resumo da ocorréncia de anomalias nos girinos de Pithecopus ayeaye. DF =

Denticulos Faltantes, AQD = Auséncia de Queratinizacdo dos Denticulos, IFD =

Interrupcdo das Fileiras de Denticulos, PL = Perda Total dos Labios, ABC = Quebras,

lacunas, perda ou outras deformidades na aresta de corte do bico cdrneo (Anomalias),

AQBC = Auséncia de Queratinizagdo do Bico Corneo, PO = Posi¢do dos Olhos e AF =

Anomalia no focinho.

Ponto Est. Des.

n total

DF  AQD

IFD PL

ABC AQBC

PO

AF

Anomalia (%) / nimero de individuos

PTO1

PTO2

PTO3

PTO4

PTO5

PTO6

28 - 33;
n=10

25;
n=11
30 - 36;
n=11

27 - 33;
n=12

25 - 28;
n=10

25 - 28;
n=19

9.1%
(n=1)

21.1%
(n=4)

5.3%

(n=1)

10.5%
(n=2)

5.3%
(n=1)



PTO7

PTO8

PTO9

PT10

PT11

PT12

PT13

PT14

PT15

PT16

PT17

PT18

PT19

PT20

PT21

PT22

PT23

PT24

25 - 28;
n=12

25-41;
n=11

26 - 31;
n=12

25 - 36;
n=10

30 - 35;
n=11

25 -39;
n=21

25 - 29;
n=17

26 -41;
n=25

25-27;
n=12

25 - 39;
n=11

25 - 35;
n=32

25 - 35;
n=40

25 -41;
n=>59

25 - 39;
n=45

26 - 40;
n=14

25 -29;
n=8

28-36;n
=20

27 - 41;
n=18

100%

27.3%
(n=3)

16.7%
(n=2)

20%
(n=2)

45.5%
(n=5)

14.2%
(n=3)

5.9%
(n=1)

12%
(n=3)

8.3%
(n=1)

3.4%
(n=2)

12.5%
(n=1)

10%
(n=2)

16.7%

(n=12) (n=2)

27.3%
(n=3)

5.6%
(n=1)

10%
(n=1)

4.8%
(n=1)

8%
(n=2)

3.4%
(n=2)

2.2%
(n=1)

7.1%
(n=1)

9.1% 273% 36.4%
(h=1) (h=3) (h=4)

9.5%
(n=2)

32%
(n=8)

12.5%
(n=1)

11% 5.6%
(n=1) (=1

14.3%
(n=3)

9.1%
(n=1)

3.1%
(n=1)

2.5%
(n=1)
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4.8%
(n=1)
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Tabela S8. Resultado da selecdo de modelos para cada varidvel morfolégica. Em negrito,

temos o melhor modelo.

Traco Modelo AlCc Delta Peso
CFAcor
CFAcor x Turb -54.4 0.00 0.259
CFAcor x DBO + Turb -52.6 1.75 0.108
CFAcor x OD + Turb -52.4 1.94 0.098
CFAcor x DistPres + Turb -52.3 2.11 0.09
CFAcor x -52.2 2.20 0.086
AFcorDON
AFcorDON x Turb -98.1 0.00 0.247
AFcorDON x Condut + Turb -96.8 1.29 0.13
AFcorDON x DistUrb + Turb -96.3 1.82 0.1
AFcorDON x OD + Turb -96.1 1.98 0.092
AFcorDON x DBO + Turb -96.1 1.99 0.091
AFcorDHN
AFcorDHN x pH -132.3 0.00 0.186
AFcorDHN x pH + Turb -1314 0.89 0.119
AFcorDHN x pH + Solo1000 + Turb -1314 0.91 0.118
AFcorDHN x pH + Solo1000 -131.2 1.18 0.103
AFcorDHN x N + pH -131.1 1.24 0.1
AFcorDVN
AFcorDVN x -119.7 0.00 0.211
AFcorDVN x SolT -119.3 0.46 0.168
AFcorDVN x Solo01000 + SolT -118.3 1.60 0.095
AFcorDVN x Solo1000 -118.1 1.70 0.091
AFcorDVN x DistPres -118.0 1.78 0.087
Anom
Anom x DistUrb + P + Solo1000 + Solo 500 + Temp 105.7 0.00 0.275
Anom x DistUrb + P + pH + Solo1000 + Solo 500 +
Temp 107.5 1.74 0.115
Anom x DBO + DistUrb + P + Solo1000 + Solo 500 +
Temp 107.7 1.96 0.103
Anom x DistUrb + P + pH + Solo 500 + Temp 107.9 2.18 0.092
Anom x DistUrb + OD + P + Sol01000 + Solo 500 +
Temp 108.2 2.50 0.079
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