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RESUMO GERAL

Qualquer caracteristica desenvolvida por um organismo que reduza a
probabilidade de ser atacado e morto por predadores pode ser considerada um
mecanismo defensivo, que sdo importantes atributos para sobrevivéncia dos individuos.
Em anfibios anuros, as estratégias de defesa envolvem adaptagdes morfologicas,
fisiologicas e comportamentais especificas, além do padrao de coloragdao. Em girinos,
estas estratégias podem estar relacionadas também com a fase de desenvolvimento.
Ainda, comportamentos de defesa podem ser induzidos, através de sinais de alerta
produzidos e liberados por girinos durante um evento de predagdo, ou por substancias
quimicas liberadas pelo predadores no ambiente. A impalatibilidade de girinos de
algumas espécies pode ser influenciada pelo estdgio de desenvolvimento ontogenético.
Nosso estudo verificou algumas estratégias anti-predatorias utilizadas por girinos de
Phyllomedusa bahiana durante seu desenvolvimento ontogenético e testou.
Verificamos: 1) se girinos de P. bahiana irdo apresentar alteragdes comportamentais,
quando submetidos a um sinal quimico do predador, ii) os estagios de desenvolvimento
larval mais avangados influenciam positivamente a impalatabilidade de girinos de P.
bahiana, e iii) se predadores de aparelho bucal do tipo mastigador (ndiade de odonata)
rejeitam girinos de P. bahiana, quando na presen¢a de girinos de Scinax x-signatus.
Nossos resultados confirmaram que ha uma redugdo na atividade natatoria de girinos de
P. bahiana quando submetidos ao sinal quimico do predador e que larvas de odonata
evitam se alimentar de girinos de P. bahiana em estagios mais avangados de
desenvolvimento ontogenético (38-41). Os predadores preferiram os girinos de Scinax
x-signatus a girinos de P. bahiana em todos os estagios de desenvolvimento. Estes
resultados indicam que girinos desta espécie sdo impalataveis a esse predador e que em
P. bahiana estéa presente desde estagios iniciais dos girinos, isso resulta na possivel co-
ocorréncia dessa espécie em ambientes com larvas de Odonata. Respotas antipredatdrias
em girinos de P. bahiana, estao diretamente ligadas ao reconhecimento de pistas diretas
e indiretas deixadas pelo predador no ambiente, e ao desenvolvimento ontogenético do
girino.

Palavras-chave: Mecanismos antipredacdo. Substancias Toxicas. Desenvolvimento

Ontogenético. Girinos. Anura.



ABSTRACT

The features developed on an organism that reduces the probability of being
attacked and killed by predators may be considered a defensive mechanism, which are
important attributes for the survival of individuals. In anuran amphibians, the defense
strategies involve specific morphological, physiological and behavioral adaptations,
besides pattern color. In tadpoles, defense strategies can be related with the
development stage. Besides, defense behavior can be induced by recognition of warning
signs produced and released by tadpoles during a predation event, or also by chemical
substances released by predators in the environment. The impalatibility of tadpoles of
some species can be influenced by the stage of ontogenetic development and intensify
as the individual approaches its final phase of metamorphosis. Our study tested which
anti-predatory strategies can be found in P. bahiana tadpoles during the ontogenetic
development. We verified: (i) if P. bahiana tadpoles will exhibit behavioral changes
when subjected to a chemical signal from the predator, ii) if more advanced stages of
larval development influence positively the impalatability, through the appearance of
secretory glands of toxic substances of P. bahiana tadpoles, and (iii) if predators of
chewing type oral devices (odonata naiades) reject tadpoles of P. bahiana when in the
presence of tadpoles of Scinax x-signatus. Our results confirmed that there is a
reduction in swimming activity of P. bahiana tadpoles when subjected to the chemical
predator signal and that odonata larvae avoid feeding on P. bahiana tadpoles at more
advanced stages of ontogenetic development (38-41). The predators preferred the
tadpoles of Scinax x-signatus to P. bahiana tadpoles at all stages of development. This
result indicates that tadpoles of this species are unpalatable to this predator. This
impalatability of P. bahiana may be present from early stages of tadpoles, which results
in the possible co-occurrence of this species in environments with odonata larvae.
Respabilities antipredatérias in the cannabis of P. bahiana, cannon on the canisters of
diretas and directas deixada pelo predador no meio ambiente, e ao desenvolvimento
ontogenético do girino.

Key words: Anti-predation mechanisms. Toxic Substances. Ontogenetic Development.

Tadpoles. Anura.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Comportamento animal

O comportamento reflete a interacao entre a biologia molecular, a fisiologia ¢ a
ecologia de cada organismo (Snowdon, 1999) e, principalmente, expressa a resposta do
sistema nervoso ao ecossistema (Del-Claro, 2004). O comportamento ¢ uma das
propriedades mais importantes da vida animal, pois ¢ fundamental nas adaptagdes das
fungdes bioldgicas (Alcock, 1998). De uma maneira geral, o comportamento consiste de
atos que o animal exibe. Entretanto, essas acdes nao podem ser restritas apenas aos tipos
de locomoc¢do (correr, saltar, nadar, rastejar) ou a outras atividades que em geral

derivam de movimentagdo, tais como copula, cavagdo e alimentagao.

O comportamento também consiste em outros conjuntos de movimentos sutis,
discretos, de pequenas partes do corpo, que podem ocorrer de modo simultdneo a atos

mais conspicuos (Alcock, 1998; Del-Claro, 2004).

Snowdon (1999), assim como Del-Claro (2004), acreditam que o estudo do
comportamento animal ndo € um importante campo cientifico apenas por si proprio,
mas também pelas importantes contribui¢des para outras disciplinas e com aplicagdes
para o estudo do comportamento humano, para as neurociéncias, para o estudo do bem-
estar animal e para a educagdo de futuras geracdes de cientistas, protecdo e para o

manejo e preservacao do meio ambiente e de recursos naturais.

Padroes comportamentais de defesa

Os padrdes comportamentais observados diretamente na natureza nos permitem
compreender a dindmica da vida dos animais e suas inter-relagdes entre espécies,
populagdes, comunidades e ecossistemas (Costa & Nomura, 2014; Werner & Peacor,

2003).

Individuos de muitas espécies animais podem alterar caracteristicas fenotipicas,
tais como desenvolvimento, morfologia, fisiologia ou comportamento, em resposta do
risco de predacao (Preisser et al., 2005; Santos, 2010). Mecanismos de defesa contra
predagdo sdao importantes atributos para sobrevivéncia das espécies, visto que em alguns

casos, a predacdo tem um efeito negativo para populacdo predada, pois pode dizima-la
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por completo (Odum, 2001). Por isso, a interacao ecologica predador-presa tem sido um

forte fator quando se trata da evolugdo das espécies.

Qualquer caracteristica desenvolvida por um animal que reduza a probabilidade
de ser atacado e morto por predadores pode ser considerada um mecanismo defensivo
(Almeida et al, 2010; Edmunds, 1974). Risco de predagdo ¢ uma forga seletiva que pode
moldar tragos da historia de vida de diferentes animais, atuando na evolugdo dos
mesmos (Casillas-Barragan, et al., 2016; Oricchio et al., 2013). Predadores atuam como
agentes seletivos na evolugdo das suas presas, pois todas desenvolveram defesas de
natureza comportamental, fisica, morfologica ou quimica contra a predac¢ao (Almeida et
al, 2010; Begon et al., 1990; Dyer, 1995). Assim, caracteristicas que reduzem a taxa de
encontro com predadores ou aumentam as chances de escapar do predador apos ser
detectado podem ser favorecidas (Casillas-Barragan ef al., 2016).

Para que ocorra a predagdo, um individuo deve ser detectado, atacado,
capturado, subjugado e consumido pelo predador, sendo que as defesas devem
interromper o processo em uma dessas etapas (Begon et al., 2007). Assim, os
mecanismos de defesa podem ser divididos em primarios, efetivos antes de o predador
iniciar o ataque, e secundarios, que aumentam as chances de um individuo sobreviver ao

encontro com o predador (Edmunds, 1974).

Larvas de Odonata

As larvas de Odonata t€ém papel importante na dindmica dos ecossistemas
aquaticos, sdo consideradas como um dos principais predadores em ambientes aquaticos
(Marco Jr. et al., 1999; Soto & Fernandes-Badillo, 1994), atuando como predadores de
outros invertebrados e larvas de peixes. A dieta das Larvas de Odonata ¢ determinada
pela disponibilidade das presas e varia em funcdo do tamanho das larvas (Krishnaraj e
Pritchard, 1995).

Os representantes da ordem Odonata habitam todos os tipos de ambientes de
agua doce, apresentando alta diversidade, principalmente nos tropicos (referéncia). Sao
insetos altamente predadores, sendo as larvas consideradas um dos principais
predadores do ambiente aquatico, onde elas podem estar associadas a plantas aquaticas
ou ao fundo desses corpos d'agua (De Marco Jr. & Latlni 1998). Exibem primariamente
um modo de vida bentonico, o que faz das caracteristicas do substrato (estrutura fisica,

composicao organica, estabilidade e heterogeneidade) um dos principais determinantes
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na sua distribui¢ao e abundancia (Benke 1976). Poucas espécies se encontram restritas
a um substrato especifico (Corbet 1962, 1980; Petr 1968, 1972; Benke 1976; De Marco
Ir. & Latlni 1998). As alteragdes temporais e espaciais das variaveis da agua, tais como:
pH, correnteza, oxigénio dissolvido, temperatura e vazdo estdo entre as mais
importantes (Ward 1992). A distribuig¢do das larvas de Odonata nos ambientes aquaticos
esta primeiramente relacionada ao adulto. Os locais de oviposi¢ao sdao escolhidos
possivelmente de modo visual. Apds a oviposi¢do, os imaturos se distribuem no corpo
d“agua de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e comportamentais, procurando
satisfazer a trés requisitos principais: respiragdo, alimentacao e refiigio, levando-se em
conta a oferta de recursos, quantidade de presas e, principalmente, a de predadores
(Corbet 1980; Ward 1992).

Estratégias defensivas

O reino animal possui numerosas espécies portadoras de toxinas, ocorrendo
diferentes tadxons, como Porifera, Anthozoa, Hydrozoa, Scyphozoa, Polychaeta,
Gastropoda, Cephalopoda, Insecta, aracnideos, Peixes, Anfibios, Reptilia ¢ Mammalia
(Junghanss & Bodio 2006). Esses animais podem ser classificados como venenosos
e/ou peconhentos, possuem e estocam algumas substincias toxicas que t€ém como
funcdo imobilizar e matar a presa, lubrificar o alimento e promover a digestao, prote¢ao

(ataque ou contaminagdo) e anti-putrefagdo (Cardoso, 2009).

Animais classificados como peconhentos sdo aqueles que possuem liquidos
toxicos inoculados através de dentes especiais, ferrdes, aguilhdes, cerdas, nematocistos
ou pelos, por onde a toxina passa ativamente (Junghanss & Bodio, 2006). Ou seja,
possuem um mecanismo especializado que os permite injetar a toxina no organismo de
outro animal, onde sdo usados para satisfazer as necessidades bioldgicas essenciais do
animal peconhento, tais como autodefesa ou captura de presas para alimentacdo.
Serpentes, escorpides, aranhas, himenopteros, peixes e cnidarios sdo alguns dos animais

que podem ser exemplificados como peconhentos (Cardoso, 2009).

Os animais tidos como venenosos sdo aqueles que produzem e estocam as
substancias toxicas (veneno) em alguma regido de seu corpo, mas ndo possuem um
aparelho inoculador e sim modificagdes em seus tecidos e, por isso, apresentam diversas
toxinas, que podem causar até paralisia respiratoria, utilizando-as passivamente contra
predadores. Anfibios, esponjas marinhas, pepinos-do-mar, poliquetas, mariposas, sao

alguns desses animais (Cardoso, 2009; Jared et al. 2015).
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Existem varios papeis biologicos para as toxinas (venenos, peconhas, saliva e
feromonios) que incluem acasalamento, alarme, marcacdo, territorial, hierarquia,
agregacdo, desenvolvimento embrionario (vespas parasitas), competi¢do intra-especifica
(anémonas, loris e onitorrincos), hematofagia (morcegos, sanguessugas e carrapatos),
pré-digestao (serpentes, aracnideos e cefalopodes) e predacdo (serpentes) (Cardoso,
2009; Jared et al. 2015) e anti-predacao (anfibios) (Jared et al. 2015; McDiarmid &
Altig 1999).

Existem muitas estratégias defensivas em animais, didaticamente divididas em
defesas primarias e secundarias (Costa & Nomura, 2014; Gnaspini & Hara, 2007). As
defesas primarias sdo aquelas que operam mesmo na auséncia de predadores,
diminuindo assim a chance de encontro entre a presa e o predador. Entre estas se
incluem aquelas que diminuem o risco de deteccdo (camuflagem) e o reconhecimento
da presa pelo predador (aposematismo, mimetismo Batesiano ¢ Mulleriano) (Costa &
Nomura, 2014; Gnaspini & Hara, 2007; Krebs & Davies, 1993).

Ja defesas secundarias ocorrem apenas quando a presa esta em contato direto ou
indireto com o predador, incluindo defesas evasivas (tanatose, deflexao do ataque, recuo
e fuga) e respostas contundentes, como a retaliagdo. Ambas as estratégias de defesa
(primarias e secundérias) aumentam a chance de sobrevivéncia dos individuos
(Gnaspini & Hara, 2007; Uetz et al., 2002).

Quando hé coexisténcia entre presa e predador no mesmo ambiente, o
comportamento de defesa das presas pode ser induzido pelo reconhecimento de
substancias quimicas que indicam a presenga do predador, ou por sinais de alerta
emitidos por uma presa durante o evento de predagdo (McDiarmid & Altig 1999; Perotti
et al., 2006.

Conhecer as interagdes entre predadores e presas ¢ um fator-chave para o
entendimento de padrdes e propriedades de comunidades naturais (Sih et al., 1998;
Werner & Peacor, 2003). Estudos experimentais tém evidenciado o papel dos
predadores na regulagao do tamanho populacional das presas (Costa & Nomura, 2014;
Lima & Dill, 1990; Sih et al., 1985), além da deteccdo e do reconhecimento de
mecanismos antipredagdo, como a produgdo de substancias toxicas, a impalatabilidade e

o comportamento criptico (McDiarmid & Altig, 1999; Nomura et al., 2011).

Estratégias defensivas em anfibios
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A pele dos anfibios atua em muitas fungdes vitais, relacionadas a atividade de
dois tipos de glandulas cutaneas: mucosas e granulosas (Toledo et al., 2005; Toledo et
al., 2011; Williams et al., 2000). As glandulas granulosas (de veneno) atuam na defesa
quimica que caracteriza os anfibios, secretando uma grande diversidade de compostos.
Nos anfibios, a utilizacdo de venenos como defesa quimica ¢ comum (Cardoso, 2009) e
esses venenos siao basicamente sintetizados pelo metabolismo do proprio animal
(Duellman & Trueb, 1994; McDiarmid & Altig 1999; Wells, 2007). Dentre elas, ha
producdo de secre¢des quimicas toxicas ativas na pele que podem até matar seus
predadores (Duellman & Trueb, 1994; Wells, 2007).

As glandulas granulosas secretam uma grande diversidade de peptideos, aminas
biogénicas, esteroides e alcaloides (Schwartz et al., 2007), com grande potencial para
acdo cardiotoxica, hematdxica, miotoxica, neurotdxica, hipotensiva, hipertensiva,
anestésica e antibiotica (Toledo & Jared, 1995).

Algumas dessas toxinas podem ser muito potentes, por exemplo, as
batracotoxinas, alcaloides encontrados principalmente em espécies dos géneros
Dendrobates, Epipedobates, Minyobates e Phyllobates, sdo tao letais que alguns grupos
de cacgadores utilizam desse poderoso veneno em suas cacadas (McDiarmid & Altig,
1999; Pough, 2008; Toledo & Jared, 1995).

Em anfibios, o colorido estd intimamente ligado a prote¢do contra predacdo e
isto ¢ valido para muitas espécies, a exemplo da familia Dendrobatidae, na qual
Summers e Clough (2000) desenvolveram estudos tentando correlacionar a evolugdo da
coloragdo e toxicidade com andlises de DNA. Algumas espécies de anfibios anuros
possuem como caracteristica corporal um colorido criptico ou aposematico, quando
possuem quimicos nocivos, que conferem um gosto nada agradével e sdo denominados
de impalataveis, e ainda um colorido desruptivo, que consiste no fato do individuo
possuir padrao e coloragdo parecidos com o ambiente em que vive, confundindo seu
predador, o que diminui a chance de serem detectados em ambientes e também como
um sinal visual de adverténcia que indica toxicidade ao seu predador (Toledo et al.,
2011).

Discussdes tipicas de como funciona a coloragdo disruptiva até hoje
argumentam que marcas disruptivas quebram a aparéncia do corpo de um animal em
uma série de objetos irreconheciveis (Cuthill et a/ 2005 ; Merilaita & Lind 2005).
Merilaita & Lind 2005 ainda acredita que a coloragdo disruptiva delimitada por um

contorno especifico, impossibilita principalmente o reconhecimento de objetos, essa

15



superficie € coberta por manchas irregulares de cores e tons contrastantes, essas
manchas tendem a desviar a atencao do predador.

A presenca de secrecdes de alta toxicidade estd frequentemente associada a
padrdes de colorido chamativos, ditos aposematicos, reconhecidos e evitados por
predadores. O colorido de espécies aposematicas pode estar presente também em certas
espécies indefesas, que assim adquirem prote¢do, um fendmeno designado mimetismo
batesiano. Por outro lado, um conjunto de espécies toxicas pode apresentar colorido
semelhante, caracterizando o chamado mimetismo mulleriano (Duellman & Trueb,
1994).

A secrec¢do produzida por anfibios constitui num conjunto amplo e diversificado
de substancias, sendo que sua composi¢ao pode variar na propor¢ao de componentes em
funcdo de estimulos externos (Brown et al., 1977; Wells, 2007). Essas secre¢des nao
sdo encontradas somente nos adultos, pois muitas espécies de anuros produzem larvas
que apresentam varias estratégias defensivas, incluindo a producao de toxinas.

Girinos

O girino ¢ uma fase larval aquatica presente no ciclo de vida da maioria dos
anfibios anuros (McDiarmid & Altig, 1999) e, considerado o curto ciclo de vida,
apresenta alta diversidade morfologica e varias estruturas especializadas (Duellman &
Trueb, 1994; McDiarmid & Altig 1999; Wells, 2007). O aumento da musculatura de
natacdo, que aumenta a eficiéncia de fuga, ¢ uma das principais alteracdes morfologicas
ao longo da ontogenia dos girinos (Wells, 2007).

Os girinos normalmente eclodem de ovos depositados na dgua e ai permanecem,
alimentando-se de matéria organica em suspensao ou raspada do substrato, de animais
mortos, ou até mesmo de ovos e girinos. O tempo que um girino leva para se
transformar e adquirir as caracteristicas de um animal adulto, fendmeno chamado de
metamorfose, ¢ bastante variavel entre as espécies e at€¢ mesmo entre populagdes da
mesma espécie (Duellman & Trueb, 1994; McDiarmid & Altig, 1999).

Girinos que se desenvolvem em ambientes temporarios, como pocas formadas
pelas chuvas, sofrem metamorfose em periodo de tempo mais curto que girinos que se
desenvolvem em corpos d“agua permanentes (McDiarmid & Altig, 1999). Esta ¢ uma
estratégia que evita que a poca seque antes da metamorfose ser concluida. Girinos que
vivem em riachos normalmente demoram mais a se transformar do que girinos de
corpos d“dgua lénticos, principalmente devido a menor temperatura dos primeiros

(McDiarmid & Altig, 1999; Wells, 2007).
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Nos estagios iniciais os girinos normalmente tém capacidade de natagao
incipiente ¢ muitas vezes vivem em grupos (McDiarmid & Altig, 1999). Girinos
apresentam diversas estratégias de defesa, relacionadas a vulnerabilidade e a exposigdo
prolongada a uma grande variedade de predadores (Wells, 2007).

Estratégias defensivas em girinos

Em muitos girinos de diferentes espécies, os individuos podem detectar a
proximidade de predadores e mudar seu comportamento para reduzir os riscos de
predagdao, aumentando assim a probabilidade de sobrevivéncia (Van Buskirk &
McCollum 2000). Em girinos, quando ha um baixo risco de predagdo, eles podem
simplesmente diminuir suas atividades, mas quando o risco de serem predados ¢ alto, os
girinos fogem para locais mais seguros (Relyea, 2001). Os comportamentos de defesa
dos girinos podem ser induzidos devido ao reconhecimento de sinais de alerta de outros
individuos emitidos durante um evento de predagdo e também por substancias quimicas
liberadas pelo predador (Perotti et al., 2006).

Em girinos estas adaptagdes podem estar relacionadas também com a fase de
desenvolvimento e o tamanho (Wells, 2007), com caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e comportamentais de cada espécie (Altig et al., 2007; McDiarmid & Altig,
1999). Além disso, no ambiente aquatico os girinos estdo expostos a uma série de
pressoes seletivas diferentes das que encontrardo na fase adulta. Essas pressdes levaram
a uma série de adaptacdes morfofisiologicas e comportamentais que permitem aos
girinos alcancar a fase adulta (McDiarmid & Altig 1999). Numerosos fatores fisicos e
biologicos influenciam a distribuicao espacial e temporal dos girinos nos microhabitats
(McDiarmid & Altig 1999). Outra resposta ¢ a alteracdo do seu periodo de atividade
para outro no qual o predador ndo esteja ativo, reduzindo assim o tempo de exposi¢ao
aos predadores (Stebbins & Cohen 1995; Wells, 2007).

Para girinos, as seguintes estratégias tém sido descritas para evitar seus
predadores: toxicidade ou alteracdo de sabor (Brodie ef al 1978), coloragao criptica
(Wassersug 1971), deslocamento temporal do periodo de atividade e mudangas
comportamentais quando reconhecido o predadore (Petranka et al 1987; Kiesecker et al
1996; Rodel & Linsenmair 1997; Lefcort 1998). Algumas espécies de girinos podem
reagir a presenga de potenciais predadores por meio de pistas quimicas derivadas de co-
especificos feridos e apresentar como respostas a formacdo de agregacdes, o
afastamento da fonte do estimulo quimico ou a paralisacdo do movimento dos girinos

(Wells, 2007).

17



O comportamento de evasdo dos girinos como possiveis alteragdes
comportamentais e, em muitos casos, a formacao de grupos tem sido discutido por
diversos autores (Bragg 1965; Lescure,1968; Kehr & Schnack,1991; Waldman,1991;
Watt et al.,1997). Geralmente, os membros de um grupo estdo melhor protegidos dos
predadores do que os individuos solitarios devido a efeitos de diluigdo e confusdo
(Hamilton 1971; Bertram 1978). Bragg (1965) e Wassersug (1973) classificaram as
agregagOes de girinos em: 1) agregacdes sociais, quando formadas pela atragdo mutua
entre individuos coespecificos (Caldwell, 1989; McDiarmid & Altig 1999; Sao Pedro et
al., 2008; Waldman, 1991) e ii) agregacdes ndo sociais, nas quais os girinos formam
grupos em resposta a fatores ambientais (ex: manchas de alimento, correnteza,
gradientes de temperatura e luz) (Carpenter,1953; Beiswenger 1977; Dunlap &
Satterfield,1982; Noland & Ultsch,1981; Wiens,1972; Wollmuth ef al., 1987).

Defesas primarias como a toxicidade ou alteracao de sabor, o aposematismo e a
coloragdo criptica podem estar relacionadas também com a fase de desenvolvimento
ontogenético ¢ ao seu tamanho (Altig et al., 2007; Bionda et al., 2013; Boorse &
Denver, 2003; Duellman & Trueb, 1994; McDiarmid & Altig, 1999; Pough, 2008;
Santos et al., 2015; Sao Pedro et al., 2008; Wells, 2007; Zug, 1993).

Ainda existem defesas desenvolvidas para quando detectam o predador e ativam
as defesas secundarias, como a mudanga de habitat, tanatose, deslocamento temporal do
periodo de atividade (Taylor, 1983) e as mudangas no comportamento das larvas
quando tiverem reconhecido predadores (Kiesecker et al., 1996; Lefcort, 1998; Petranka
et al., 1987), outros apresentam defesas quimicas e, em alguns casos, advertem sua
impalatabilidade ou depois de detectar sinais quimicos liberados por coespecificos
feridos (Altig & McDiarmid 1999; Costa et al., 2014; Duellman & Trueb, 1994;
Eterovick, 2000; Hews, 1988; Wells, 2007). Esses sinais de adverténcia podem ser
reconhecidos por potenciais predadores que, de forma inata ou por aprendizagem,
evitam o ataque, aumentando a chance das presas potenciais sobreviverem (Edmunds,
1974).

As reacoes das presas podem ser mediadas por alguns componentes ambientais,
como a estrutura do habitat ou pela presenga de competidores, ou até pela forma como
interagem com os predadores se comportam na presenga das mesmas (Hero et al., 2001;
Nomura et al., 2011).

Apo6s a percepcao de um possivel risco de predagao, girinos podem alterar seu

comportamento de forma a minimizar este risco. Estas estratégias comportamentais
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podem diminuir as taxas de deteccdo, porque os predadores de girinos sao geralmente
visualmente orientados (por exemplo, larvas de odonata) ou usar vibragdes agua para
perceber presa, particularmente para os individuos que ocorrem em pogas temporarias
(Persons, 1999). Além de variar entre as espécies, os comportamentos de fuga ou ndo
também podem variar ao longo da ontogenia, especialmente em organismos que passam
por transformagdes morfologicas e fisiologicas extremas (Langerhans, 2007; Hossie &
Murray, 2012).

A paralisagdo envolve um estado de completa imobilizagcdo da presa quando na
presenca de alguma ameaga. Esta estratégia ndo estd associada com a adogdo de
posturas estereotipadas (Chelini et al., 2009; Eterovick, 2000; Wells, 2007) e os animais
se mantém alertas e fisiologicamente ativos. A paralisacdo frequentemente representa
uma resposta inicial a ameaga e ocorre imediatamente apos a deteccao do predador ou
de sinais quimicos liberados por ele na 4gua. Este mecanismo de defesa ¢
particularmente importante para espécies de presas cujos predadores se orientam por
vibragdes, sinais quimicos ou pistas visuais (Wells, 2007). Presas podem perceber o
risco de predacdao pela presenca do proprio predador ou por pistas deixadas por ele
indiretamente (Romero et al, 2011). Essas pistas conferem uma vantagem para as
presas, pois podem percebe-las antes de encontrar o predador diretamente (Griffiths et
al., 1998; McDiarmid & Altig, 1999).

A eficiéncia das estratégias defensivas em girinos podem variar de acordo com o
tipo de estratégia de forrageio (Hero et al., 2001; Nomura et al., 2011) e com a
sensibilidade dos predadores a presenga de substancias impalatdveis ou ndo nesses
individuos (Heyer et al., 1975; Hero et al., 2001). Os predadores invertebrados sdo os
que menos sdo afetados pela presenca de defesas quimicas dos girinos, quando
comparado aos predadores vertebrados (Lawler & Hero, 1997).

A impalatabilidade ¢ mais eficiente contra os predadores que engolem a sua
presa inteira, a exemplo dos peixes, ou aqueles que mastigam as presas antes de
consumi-las, como as larvas de Odonata (Hero et al., 2001; Van Burskirk, 1988). Ainda
existem outros predadores que ndo engolem ou mastigam a presa, como baratas-d ,,dgua
do género Belostoma, e 0s mesmos nao sdo afetados pela impalatabilidade (Tobler et
al., 2007). Esses predadores injetam toxinas que paralisam as presas e ainda liberam
enzimas digestivas que causam necrose nos tecidos de suas vitimas (Swart &
Felgenhauer, 2003). Ainda existem algumas larvas de libélula (género Aeshna) que

também ndo sdo afetadas pela impalatabilidade desses girinos, apesar de mastigarem
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suas presas (Alford, 1999; Crossland & Alford, 1998; Nomura et al., 2011) e por isso
sdo consideradas importantes predadoras de girinos (Hero ef al., 2001).

Foi observado que os girinos de Physalaemus nattereri (Steindachner, 1863)
conseguiram diminuir sua chance de ser detectados por predador devido a sua coloragao
e comportamento criptico. Girinos de Rhinella schneideri (Werner, 1894) apresentam
condicdo aposematica. Outros girinos das espécies de R. ornata (Spix, 1824), R.
crucifer (Wied-Neuwied, 1821) apresentam substancias impalatdveis em sua pele,
criando uma adverténcia aos predadores (Costa & Nomura, 2014; Eterovick, 2000;
Nomura et al., 2011; Wells, 2007). Essas substancias sdo frequentemente toxicas ou
repelentes e estao distribuidas pelo corpo, sendo mais abundantes na cabega, dorso e
extremidades ou concentradas numa determinada regido do animal (Duellman & Trueb,
1994; Wells, 2007).

A impalatibilidade de girinos pode ser influenciada pelo estagio de
desenvolvimento ontogenético e se intensificar & medida que o individuo se aproxima
de sua fase final de metamorfose (Kopp et al., 2006; Lawler & Hero, 1997; Relyea,
2001). Heyer et al. (1975) demosntraram que pode haver uma mudanga ontogénica na
palatabilidade de girinos em estagios avangados de desenvolvimento (38-41), quando
comparado a estagios anteriores, a exemplo, girinos de Rhinella marina (Lawler &
Hero, 1997). Em contraste, Brodie e Formanowicz (1987) demostraram que girinos em
estagios iniciais de desenvolvimento e pré-metamorficos de Anaxyrus americanos
(Holbrook,1836) eram desagradaveis para predadores, enquanto os estadios
intermediarios de desenvolvimento eram palatdveis, usando naiades de odonata e
baratas d“agua.

Girinos vém sendo utilizados em estudos experimentais sobre predacao, pois
fazem parte da dieta de um grande ntimero de vertebrados (peixes, aves, anfibios) e
invertebrados (baratas d*“4dgua, larvas de odonata e aranhas) (Duellman & Trueb, 1994).
Geralmente, os girinos apresentam alta plasticidade fenotipica, podendo alterar sua
morfologia, fisiologia e/ou comportamento quando submetidos a pressao de predadores
(Altig & McDiarmid, 1999; McCollum & Van Buskirk, 1996; Moore et al., 2004;
Relyea, 2001). Essas defesas induzidas sdo muito plasticas e podem ser influenciadas
pelo estagio de desenvolvimento ontogenético do girino, diferentes niveis de
palatabilidade, coexisténcia com predadores especificos, complexidade estrutural dos
ambientes, entre outros (Costa & Nomura, 2014; Kopp et al., 2006; Wells, 2007).

Girinos podem ser utilizados como modelos para estudos de mecanismos de defesa, por
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possuirem respostas induzidas pelo predador faceis de serem observadas e aptidao
individual variavel dentro da populagdo (Oricchio ef al., 2013; Spieler & Linsenmair,
1999).

Familia Phyllomedusidae

Popularmente chamadas de pererecas-da-folhagem (espécies do género
Phyllomedusa) sdao conhecidas por depositarem seus ovos em folhas pendentes sobre a
agua parada (Pombal Jr & Gordo, 2004).

Os ninhos sao construidos pelo casal durante o amplexo, através do dobramento
de uma ou mais folhas da planta utilizada como poleiro. Esses sitios de oviposi¢ao
variam em diversos aspectos, de acordo com a biologia de cada espécie, podendo ser,
por exemplo, uma simples axila de uma bromélia, uma poca temporaria ou mesmo o
leito de um grande rio (Haddad & Prado 2005). Os ovos sdo depositados na por¢ao
mediana do ninho, enquanto que as extremidades sdo unidas por capsulas gelatinosas
sem ovos, que ajudam a fechar a folha e evitam a dessecagdo da ninhada. Apos algum
tempo, os ovos eclodem e os girinos caem na 4gua, onde completam seu
desenvolvimento. Grande parte das espécies de Phyllomedusa constroem seus ninhos
pendentes sobre ambientes lénticos. As Unicas espécies da familia Phyllomedusidae que
constroem ninhos sobre ambientes 16ticos onde os girinos se desenvolvem sdo as
espécies do clado “megacephala” (um subclado do grupo de Pithecopus
hypochondrialis), que inclui as espécies de flancos reticulados que habitam montanhas,
mais a espécie P. rhodei autor e ano (Faivovich et al. 2010).

De acordo com Mignogna et al. (1997), ha muito tempo tem sido demostrado
que anfibios neotropicais da familia Phyllomedusidae sdo uma das mais ricas fontes até
entdo estudadas de peptideos biologicamente ativos. De acordo com Erspamer et al.,
(1986) em Phylomedusidae, existe uma infinidade desses componentes, o que levou a
chama-las de “enormes armazéns de peptideos bioativos”. As espécies possuem uma
coloragdo verde-brilhante, desruptiva nos adultos. Os individuos apresentam glandulas
parotdides que quando comprimidas pelo predador liberam a secre¢do, que a torna
impalatavel ao predador ao tentar ingeri-la (Fontana, 2012; Mundin, 2008). O veneno
eliminado ataca fortemente as mucosas internas do predador, quando engolem a presa,
provocando ardéncia e vOmitos, cuja consequéncia ¢, muitas vezes, a regurgitacao do
anfibio vivo (Mundin, 2008).

Girinos de Phyllomedusa
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Os girinos das espécies da familia Phyllomedusidae usualmente tem coloragao
em vida que varia de castanho a cinza com tons azulados e nadadeiras frequentemente
marmoreadas de preto, sendo a ventral mais pigmentada que a dorsal (Haddad & Prado,
2005; Wells, 2007). Os girinos desta familia ndo formam agregagdes sociais, tém
habitos nectonicos, exotroficos e a maioria das espécies sao raspadores de suspensao
(Altig & McDiarmid, 1999; Figueiras, 2011; Haddad & Prado, 2005; Wells, 2007).
Esses girinos apresentam como estratégia de defesa coloracdo desruptiva, quando o
mesmo possui padrdo e coloragdo parecidos com o ambiente em que vive, confundindo
seu predador, dominuindo a chance de serem detectados em ambientes € como um
possivel sinal visual de adverténcia que indica toxicidade ao seu predador (Toledo et al.,
2011). De acordo com Hero et al., 2001, a impalatabilidade dos girinos de Phylomedusa
pode surgir desde os primeiros estagios de desenvolvimento ontogenético. Podendo ao
longo do seu desenvolvimento ontogenético apresentarem a producdo de substincias
toxicas em sua pele. Assim como observado no trabalho de Costa & Nomura, 2014,
com girinos de Rhinella ornata e em trabalhos de Hero ef al., 2001 e Kopp et al., 2006,
com alguns girinos das familias: Bufonidae, Hylidae ¢ Leptodactylidae, sugerindo que a
impalatabilidade evoluiu de forma independente entre espécies.

Sendo assim, o presente estudo pretende verificar-se estratégias anti-predatorias
sdo utilizadas por girinos de Phyllomedusa bahiana durante seu desenvolvimento
ontogenético. Verificando como os girinos de P. bahiana se comportam na presenca dos
predadores e também Verificando se ha diferenca na taxa de predagdo ao longo do

desenvolvimento ontogenético por diferentes tipos de predadores
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RESUMO

Entender os padrdoes comportamentais dos seres vivos ¢ extremamente
importante para a compreensdo da dindmica da vida dos animais e suas inter-relacdes.
Em anfibios anuros, as estratégias de defesa envolvem adaptacdes morfologicas,
fisiologicas e comportamentais de cada espécie. Varias estratégias para evitar
predadores tém sido utilizadas por girinos e estas adaptacdes podem estar relacionadas
também com a fase de desenvolvimento ontogenético ¢ o tamanho. Nosso estudo
verificou algumas estratégias anti-predatérias utilizadas por girinos de Phyllomedusa
bahiana durante seu desenvolvimento ontogenético e testou: (i) se girinos de P. bahiana
apresentam alteracdes comportamentais quando submetidos a um sinal quimico do
predador, (ii) se os estdgios de desenvolvimento ontogenético mais avangados
influenciam positivamente a impalatabilidade de girinos de P. bahiana e (iii) se naiades
de odonata (predadores potenciais) predam menos girinos de P. bahiana, quando na
presencga de girino palatavel. Nossos resultados confirmaram que ha uma redugdo na
atividade natatdria de girinos de P. bahiana quando submetidos ao sinal quimico do
predador. As larvas de odonata evitaram se alimentar de girinos de P. bahiana em
estagios mais avangados de desenvolvimento ontogenético (38-41), indicando que os
girinos dessa espécie seriam impalataveis a esse predador. Os predadores escolheram os
girinos de Scinax x-signatus a girinos de P. bahiana em todos os estagios de
desenvolvimento, quando oferecido as duas espécies de girinos no mesmo pote.
Respotas antipredatorias em girinos de P. bahiana, estdo diretamente ligadas ao
reconhecimento de pistas diretas e indiretas deixadas pelo predador no ambiente, e ao

desenvolvimento ontogenético do girino.
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INTRODUCAO

Os mecanismos de defesa contra predagdo sdo importantes atributos para
sobrevivéncia das espécies (Odum, 2001). Individuos de muitas espécies animais
podem alterar caracteristicas fenotipicas, tais como desenvolvimento, morfologia,
fisiologia ou comportamento, em resposta do risco de predacio (Almeida et al., 2010), o
que torna a interacdo predador-presa um forte fator associado a evolucdo das espécies.
Predadores, portanto, atuam como agentes seletivos na evolucao das suas presas, pois
estas desenvolveram defesas de natureza comportamental, fisica, morfologica ou
quimica contra a predacdo (Casillas-Barragan et al., 2016).

Existem vérias estratégias defensivas em animais, as quais podem ser divididas
em defesas primarias e secundarias (Costa & Nomura, 2014; Gnaspini & Hara, 2007).
As defesas primarias operam mesmo na auséncia de predadores, diminuindo assim a
chance de encontro entre a presa e o predador. Ja defesas secundarias ocorrem apenas
quando a presa estd em contato direto ou indireto com o predador. Ambas as estratégias
de defesas aumentam a chance de sobrevivéncia dos individuos (Gnaspini & Hara,
2007; Uetz et al., 2002).

Em girinos, estes mecanismos e estratégias anti-predatorias podem estar
relacionadas também com a fase de desenvolvimento e o tamanho corporeo (Altig ef al.,
2007; Wells, 2007). Para evitar predagdo, girinos t€ém apresentado estratégias primarias,
como camuflagem, coloragdo criptica (Wassersug, 1971) e estratégias secunddrias,
como toxicidade ou alteracdo de sabor (Brodie et al, 1978), mudang¢a de habitat,
tanatose, quando hd mudancas no comportamento das larvas quando tiverem
reconhecido predadores visualmente ou por um feromoénio detectado em sinais quimicos
liberados por coespecificos feridos (Costa et al., 2014; Wells, 2007) e estes podem ser
reconhecidos por potenciais predadores que, de forma inata ou por aprendizagem,
evitam o ataque, aumentando a chance das presas potenciais sobreviverem (Edmunds,
1974).

A impalatabilidade ¢ um dos mecanismos de antipredagdo, assim como a
producdo de substancias toxicas ativas na pele dos anuros (Gunzburger & Travis, 2005;
Toledo et al., 2011). Em girinos, este mecanismo antipredatorio pode ser influenciado

\

pelo avanco do desenvolvimento ontogenético e se intensificar a medida que o
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individuo se aproxima de sua fase final de metamorfose, aumentando sua chance de
chegar a sua fase adulta e garantindo, portanto, a sobrevivéncia da espécie (Kopp et al.,
2006; Lawler & Hero, 1997).

Geralmente, os girinos apresentam alta plasticidade fenotipica, podendo alterar
sua morfologia, fisiologia e/ou comportamento quando submetidos a pressdo de
predadores (Altig & McDiarmid, 1999; Moore et al., 2004), podendo ser utilizados
como modelos para estudos de mecanismos de defesa, por possuirem respostas
induzidas pelo predador faceis de serem observadas e aptidao individual varidvel dentro
da populagdo (Oricchio et al., 2013). A compreensao da impalatabilidade e sua eficacia
durante os estidgios de desenvolvimento ontogenetico ¢ um grande desafio aos
pesquisadores (Gunzburger & Travis, 2005).

Anfibios neotropicais da familia Phyllomedusidae sdo uma das mais ricas
fontes de peptideos biologicamente ativos (Thompson et al, 2006). Anfibios adultos do
género Phyllomedusa apresentam substancias tdxicas produzidas em sua pele que,
quando comprimidas pelo predador, liberam a secrecao, que os tornam impalataveis ao
predador ao tentar ingeri-los (Borteiro et al, 2014; Fontana, 2012; Mundin, 2008;
Thompson et al, 2006), provocando ardéncia e vOmitos, cuja consequéncia €, muitas
vezes, a regurgitacdo do individuo ainda vivo (Mundin, 2008).

Girinos da familia Phyllomedusidae apresentam como uma estratégia de
defesa a coloragao disruptiva, as quais quebram a aparéncia e o contorno do corpo do
girino e confundem o predador, diminuindo a chance de serem detectados (Delfino,
1988), promovendo assim a identificagdo erronea dos contornos do corpo (Polo-Cavia
& Gomez-Mestre, 2017). Nada foi encontrado na literatura sobre a impalatabilidade
de girinos Phyllomedusa, tal qual ¢ mencionado para seus anfibios adultos desta
especie.

A impalatibilidade de girinos pode ser influenciada pelo estdgio de
desenvolvimento ontogenético e se intensificar & medida que o individuo se aproxima
de sua fase final de metamorfose (Kopp et al., 2006). Girinos vém sendo utilizados em
estudos experimentais sobre predagdo, pois fazem parte da dieta de um grande niimero
de vertebrados e invertebrados (Duellman & Trueb, 1994).

Acreditamos que a impalatabilidade dos girinos do género Phylomedusa pode
sofrer influéncia ao longo do seu desenvolvimento ontogenético e podendo apresentar a
producdo de substancias toxicas em sua pele. O presente estudo pretende verificar

algumas estratégias anti-predatorias utilizadas por girinos de Phyllomedusa bahiana
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(Lutz, 1925) e testamos as hipoteses de que: (i) girinos de P. bahiana irdo apresentar
alteragcdes comportamentais, quando submetidos a um sinal quimico do predador, (ii)
um estdgio de desenvolvimento larval mais avancado influencia positivamente a
impalatabilidade de girinos de P. bahiana, (iii) predadores de aparelho bucal do tipo
mastigador (naiade de odonata), diminuird a quantidade predada de girinos de P.

bahiana, quando na presenca de outros girinos palataveis.

MATERIAS E METODOS

1. Area de estudo e periodo

O presente estudo foi realizado na Reserva Ecoldgica da Michelin, situada entre
os municipios de Itubera e Igrapiuna, Bahia, Brasil (Km 05 Rodovia BA — 001) (S13°
49 21,8”; W 039° 10 06.7”) a 35 m. de altitude. A Reserva localiza-se a cerca de 330
quilometros da capital Salvador (Figura Al). Nesta area a precipitacdo ocorre durante
todo o ano e varia constantemente, com maior concentracao de chuvas entre os meses
de fevereiro e maio e menor precipitagdo para o periodo que compreende os meses de
outubro e janeiro (Lima & Junca, 2008). A RPPN ocupa uma area total de 213, 7235 ha,
com dois fragmentos de Mata Atlantica em diferentes estagios de regeneragdo. Esta
inserida no Mata Atlantica Baiana e Floresta Pluvial Ombrofila de Terras Baixas
(Camuruji ef al., 2010). Também fazem parte da paisagem as plantacdes de borracha
(Havea brasiliensis), cacaueiro (Theobroma cacao) e banana (Musasp.), E
uma plantagdo de mudas de arvores com algumas mandiocas (Camuruji ef al., 2010).

Foram realizadas quatro excursdes a campo, durante o periodo de maio e agosto
de 2017. Girinos e predadores em potencial foram coletados em cinco lagoas (Figura 1)
ao longo da Reserva Ecoldgica da Michelin. As lagoas onde coletamos material
apresentaram comprimento que variou de 10,95 a 48,95 m (x = 27,76, DP =14,71), a
largura no centro da lagoa variou de 3,17 a 15,98 m (x= 10,33, DP = 6,06) e em suas

extremidades variou de 2,35 a 13,27 m (x = 8,33 m, DP =5,30) (Figura 2).

2. Espécies utilizadas
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Os girinos das espécies da familia Phyllomedusidae, assim como os girinos de
Phyllomedusa bahiana, usualmente tém coloragdo em vida que varia de castanho a
cinza com tons azulados e nadadeiras frequentemente marmoreadas de preto, sendo a
ventral, decaindo levemente no terco inicial da cauda, mais pigmentada e com altura
maxima de até duas vezes maior que a altura maxima da nadadeira dorsal (Silva-Filho
& Junca, 2006). A julgar pela coloracdo marmoreada de preto na cauda, esses girinos
apresentam como estratégia de defesa a coloragdo disruptiva (Altig & McDiarmid,

1999; Figueiras, 2011; Haddad e Prado, 2005; Wells, 2007).

Girinos da espécie Scinax x-signatus (Spix, 1824; Kohler & Bohme, 1996;
Sturaro & Peloso, 2014), pertencem a familia dos Hylidae, popularmente conhecidas
como pererecas de banheiro, sio comumente encontradas em corpos d““agua temporarios
na época das chuvas. Adultos vivem em areas abertas, bordas de florestas e savanas
tropicais. A espécie pode ser vista em por¢des de dgua em areas urbanas e interior de
residéncias (Spix, 1984; Sturaro & Peloso, 2014), mas na literatura ndo foi encontrado a
respeito da impalatabilidade dos adultos, tal qual ¢ mencionado para os anfibios do
género Phyllomedusa. Girinos da espécie Scinax x-signatus sao nectonicos, assim como
os girinos de P. bahiana, mas ndo apresentam coloracdo disruptiva (McDiarmid &
Altig, 1999).

Como predadores, utilizamos naiades de Odonata. As ndiades coletadas,
Limnetron sp. (Rambur, 1842), pertecem a Familia Aeshinidae (Marco Jr. et al., 1999;
Soto & Fernandes-Badillo, 1994). Sao consideradas como grandes predadores
aquaticos, atuando como predadores de outros invertebrados, girinos e larvas de peixes.
A dieta das larvas de Odonata ¢ determinada pela disponibilidade das presas e varia em

fun¢ao do tamanho das larvas (Krishnaraj & Pritchard, 1995).

3. Métodos

3.1 Trabalho Experimental

Nas pogas, coletamos girinos e naiades com auxilio de peneiras. Separamos os
girinos de Phyllomedusa bahiana, girinos de Scinax x-signatus e nadiades em sacos
plasticos com agua proveniente do proprio local de coleta. Transportamos os individuos

até o laboratério do alojamento da Reserva, Centro de Estudos de Biodiversidade
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(CEB). Acondicionamos os girinos de Phyllomedusa bahiana e de Scinax x-signatus
separadamente, em cinco vasilhas plésticas de 55 cm de comprimento, 35 cm de largura
e 8,5 cm de altura, contendo um volume aproximado de 9 L de agua proveniente do
local de coleta. Mantivemos esse material a essas condi¢des por um periodo de
aclimatacdo de 12 a 18 horas. Cada vasilha acomodou em média 50 girinos.
Armazenamos as naiades em potes individuais contendo agua proveniente do local de
coleta por durante 24 horas sem se alimentarem. Em laboratdrio, analisamos os girinos
com a utilizagdo de lupa e auxilio da chave de identificacdo, para certificacdo das

espécies coletadas.

3.2 Para testarmos a hipotese de que girinos de P. bahiana irdo apresentar
alteracdes comportamentais quando submetidos a um sinal quimico do predador,
utilizamos um total de 180 girinos de P. bahiana, com desenvolvimento larval entre os
estagios 31 a 35, segundo Gosner (1960). A cada teste, utilizamos seis girinos separados
em aquarios de 41 cm de comprimento, 27 cm de largura e 7,2 cm de altura, contendo
aproximadamente 2,5 L de 4gua do proprio ambiente de coleta. Deixamos os girinos
nestes aquarios por um periodo de 24 horas para aclimatacdo. Observamos a resposta
dos girinos de P. bahiana oferecendo um sinal quimico de predacdo. Esse sinal quimico
constou de um extrato de predador, preparado a partir de um macerado do mesmo. O
macerado foi preparado com 10 naiades e 200 ml de agua destilada. Posteriormente esse
macerado foi filtrado e armazenado em Becker, para a realizacdo dos experimentos.

Cerca de 20 ml desse extrato foi introduzido no centro de em uma bandeja
contendo 6 girinos. Numa outra bandeja de mesmas dimensdes € mesmo volume de
agua do local da coleta, também com 6 girinos, 20 ml de &gua destilada foram
introduzidos também no centro da bandeja.

Gravamos e contamos o numero de girinos paralisados, um minuto antes da
aplicagdo dos tratamentos em cada bandeja (1) e um minuto apos a aplicacdo dos
tratamentos (2). Repetimos o experimento por 15 vezes com macerado e 15 vezes com

agua destilada, totalizando 30 repeti¢des.

3.3- Com objetivo de testarmos se um estagio de desenvolvimento larval mais
avangado influencia positivamente a impalatabilidade e no surgimento de glandulas
secretoras de substancias toxicas de girinos de P. bahiana, agrupamos os girinos em trés
categorias, de acordo com o estagio de desenvolvimento da larva, seguindo Gosner

(1960): desenvolvimento inicial (estdgios 25 a 27), intermediario (estagios 31 a 35) e
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pré-metamorfico (estagios 38 a 41) para realizacao dos testes. Medimos o comprimento
total dos girinos com o uso de um paquimetro digital (Kingtools 502.150”BL, 150
mm/6” e resolucdo de 0,01mm/.0005"), assim como os predadores seguindo Lawler &

Hero (1997).

Separamos um girino de Phyllomedusa bahiana e um Scinax x-signatus em dois
potes plésticos de 14 cm de comprimento, 12 cm de largura e 9 cm de altura, de 1000
ml, contendo 550 ml de 4gua filtrada proveniente do local de coletas dos individuo.
Filtramos a 4gua proveniente das pogas com um filtro de papel, com o intuito de
diminuir a quantidade de sedimentos contidos e aumentar a visibilidade em cada pote.
Apo6s um periodo de aclimatacao de 24 horas, em cada pote, introduzimos uma naiade
em jejum de 24 horas. Observamos os individuos durante um periodo de 90 minutos,
com o uso de uma lanterna com a “luz vermelha”. Realizamos os experimentos das
09h00min as 17h00min em uma sala totalmente isolada, com baixa luminosidade, sem
ruidos e com temperaturas de 26 a 28 C° (Figura 2). Durante o periodo de observagdo
registramos: a) ocorréncia ou ndo de predacdo, b) qualquer tipo de reacdo anti-predacao
dos girinos. Para cada espécie, repetimos o teste 10 vezes, para cada categoria de
desenvolvimento.

Apds a realizacdo desse experimento, os girinos de P. bahiana foram
anestesiados com a substancia de cloridrato de lidocaina (4,0g) e em seguida foram
fixados em armazenados em uma solucdo de TRANSOL com 10% formol a 10%, 60%
de élcool a 70%, e 30% de agua. Os exemplares foram depositados na Divisdo de
Anfibios e Répteis do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Feira de

Santana.

3.4- Por fim, com o objetivo testarmos a hipdtese de que predadores de aparelho
bucal do tipo mastigador (Naiade de Odonata) predardo menos girinos de Phyllomedusa
bahiana quando na presenga de girino palatavel (aqui assumimos como girino palatavel
da espécie Scinax x-signatus), colocamos um girino de cada uma das espécies em um
unico pote de mesmas dimensdes do experimento anterior, contendo 550 ml de agua.
Ap0s periodo de aclimatagdo de 24 horas, introduzimos em cada pote com os dois
girinos, o predador em jejum de 24 horas. Para observacdo, utilizamos a mesma
metodologia descrita acima. Registramos a ocorréncia ou nao de preda¢do ou qualquer
tipo de comportamento defensivo por parte dos girinos ou reacdo do predador ao entrar

em contato com os mesmos (Figura 2).
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4. Analises estatisticas

Para testar a hipdtese de reagdo de girinos frente a um sinal quimico de um
predador, comparamos o numero de girinos paralisados nas bandejas com adi¢do de
macerado do predador com o nimero de girinos paralisados das bandejas com adicao de
agua destilada. Utilizamos um Teste T como teste estatistico para a realizacdo dessa
comparagdo. Os tratamentos (com extrato de predador, agua destilada) foram as

variaveis preditoras, o nimero de girinos paralisados a variavel resposta.

Para responder a hipotese de que um estagio de desenvolvimento larval mais
avancado influencia positivamente a impalatabilidade de girinos de P. bahiana,
utilizamos o teste estatistico ANOVA. O nimero de girinos predados foi a varidvel
preditora, os estdgios de desenvolvimento ontogenético a variavel resposta. Utilizamos

0s mesmo teste para girinos de Scinax x-signatus.

Para a hipotese de preferéncia do predador, quando oferecidos girinos das duas
espécies num mesmo momento, utilizamos o teste estatistico ANOVA, sendo os
estdgios de desenvolvimento ontogenético a variavel preditora e o numero de girinos
predados das duas espécies a variavel resposta, comparando a taxa de predacao entre os

estagios de desenvolvimento ontogenético pré-estabelecidos acima e entre as espécies.

Todos os testes foram realizados no software R (R Core Team, 2018),
verificamos qual teste apresentou uma diferenga significativa considerando valores de

p>0,05, para aceitar ou rejeitar as nossas hipoteses.

RESULTADOS

1. Alteracdoes comportamentais quando girinos foram submetidos a um sinal
quimico do predador.

Os experimentos realizados com girinos de Phyllomedusa bahiana mostram que
houve redugdo significativa da atividade natatéria dos girinos submetidos ao sinal
quimico do predador (macerado) quando comparados aos girinos submetidos a agua
destilada (t=5,32; gl=22; p<0,05) (Figura 6), indicando que girinos de P. bahiana

diminuem sua atividade natatéria para evitarem o contato com o sinal quimico do
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predador. Contabilizamos também a quantidade de girinos paralisados antes da
aplicacdo dos tratamentos e ndo houve diferenga entre os dois grupos (T=0,402; gl=22;

p=0,69).

2. Estagio de desenvolvimento larval mais avancado influencia positivamente a

impalatabilidade de girinos de Phyllomedusa bahiana.

Nas categorias de desenvolvimento ontogenético pré-estabelecidos, os girinos de
P. bahiana e naiades de Odonata utilizadas nos testes, apresentaram comprimento
médio, desvio padrdo e niumero total para cada categoria: girinos categoria 1 (x= 2,27,
DP= 0,78, n= 51) e naiades, (x= 2,80, DP= 0,75, n= 51); girinos categoria 2 (x= 3,11,
DP=0,73, n= 47), as naiades (x=3,40, DP= 0,62, n= 47). Girinos categoria 3 (x= 4,08,
DP= 0,68, n=42), as naiades (x=4,20, DP= 0,64, n=42). Ja os girinos de S. x-signatus e
naiades, apresentaram comprimento médio, desvio padrio e numero total
respectivamente para cada categoria: girinos categoria 1 (x= 2,18, DP= 0,86, n= 51) e
naiades (x= 2,78, DP= 0,72, n= 51); girinos categoria 2 (x= 2,87, DP=0,75, n= 49) e as
naiades (x=3,23, DP= 0,64, n= 49); girinos categoria 3 (x=3,38, DP= 0,65, n=40) ¢ as
naiades (x=3,97, DP= 0,61, n= 40).

Os resultados referentes a taxa de predacdo de girinos de P. bahiana (n = 140) e
Scinax x-signatus (n =140), mostraram que:

2.1 Ocorréncia ou nao de predacio.

A predacdo em girinos de P. bahiana diminuiu de acordo com o avango do
estagio de desenvolvimento ontogenético da espécie (F=4,18; gl=2; p=0,02) (Figura 4).
A predacgdo para girinos de S. x-signatus se manteve constante mesmo com o avanco do
desenvolvimento ontogenético dos girinos da espécie (F=1,052; gl=2; p=0,36) (Figura
5).

2.2 Reacao anti-predacao dos girinos.

Girinos de P. bahiana e de S. x-signatus evitaram as ndiades de Odonata, quando as
mesmas tentavam se aproximar, esses girinos se afastaram das naiades, principalmente,
girinos de P. bahiana em estagios mais avancados (38-41). Algumas naiades chegaram
a se aproximar e atacar alguns girinos de P. bahiana nesses estagios (38-41), s6 que ndo
os predaram. Apds o ataque, passaram a evitar o encontro com esses girinos, se

mantiveram distantes, em cantos opostos. Os girinos de P. bahiana ficaram paralisados
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a maior parte do tempo quando, principalmente em potes nos quais ocorreu o ataque das

naiades, diferentemente dos girinos de S. x-signatus.

3. Preferéncia do predador diante das duas espécies de girinos.

Para o teste de escolha da presa pelo predador, contendo girinos de P. bahiana e
girinos de S. x-signatus (um de cada) e uma naiade de Odonata, os girinos e naiades
apresentaram comprimento médio, desvio padrdo e numero total respectivamente para
cada categoria de desenvolvimento ontogenético pré-estabelecida segundo a Tabela 1.

Nas trés categorias de desenvolvimento ontogenético, os girinos de P. bahiana
foram predados em menor nimero do que os girinos de S. x-signatus (F=9,29; gl=5;
p<0,05), indicando uma preferéncia do predador por uma espécie que seja palatavel

(Figura 6).

DISCUSSAO

Nossos resultados confirmaram as trés hipoteses testadas: i) houve redugdo na
atividade natatéria de girinos de P. bahiana quando submetidos ao sinal quimico do
predador; ii) as naiades de odonata evitaram se alimentar de girinos de Phyllomedusa
bahiana em estdgios mais avancados de desenvolvimento ontogenético (38-41),
indicando que os girinos dessa espécie seriam impalataveis a esse predador e iii)
naiades de odonata preferiram consumir os girinos de Scinax x-signatus aos de P.
bahiana em todos os estagios de desenvolvimento, quando oferecido as duas espécies
de girinos no mesmo pote.

Estratégias relacionadas a baixa deteccdo podem ser usadas por girinos de
algumas espécies, incluindo a permanéncia estatica (Casillas-Barragan et al., 2016).
Girinos de P. bahiana em estagios de desenvolvimento 31-35 (Gosner, 1960) foram
capazes de detectar as pistas quimicas de predadores e evitaram possivel confronto
permanecendo imoveis, comportamento usual entre girinos de outras espécies (Chelini
et al, 2009), inclusive para Phyllomedusa tarsius, em fases anteriores de
desenvolvimento (Schmidt et al., 2001), Trachycephalus resinifictrix (Casillas-
Barragan et al., 2016), Lithobates pipiens (Hossie & Murray, 2012). Isso reforga a ideia
de que girinos podem reconhecer e diferenciar espécies de potenciais predadores

(Kiesecker et al., 1996; Schmidt et al., 2001).
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Nos girinos de Phyllomedusa bahiana essa estratégia de permanéncia estatica
no ambiente natural, associada a coloracdo disruptiva que apresenta, pode diminuir
ainda mais as chances de ser detectado pelo predador, conforme registrado em outros
trabalhos (Merilaita & Lind 2005). A coloragdo disruptiva promove a identificacao
erronea dos contornos do corpo ou mesmo o disfarce e/ou semelhanca de um
organismo com um objeto ndo comestivel, aumentando a camuflagem e dificultando o
reconhecimento por parte dos predadores (Polo-Cavia & Gomez-Mestre, 2017).

A impalatabilidade, produzida pelo acimulo de substancias toxicas na pele, ¢ um
mecanismo comum em de girinos de muitas espécies (Costa & Nomura, 2014). Nossos
resultados indicam que a impalatabilidade estd presente em girinos de Phyllomedusa
bahiana e varia com o estagio ontogenético de desenvolvimento, conforme ja apontado
por Lawler & Hero (1997) para girinos de outras espécies. No caso dos girinos de P.
bahiana, a impalatabilidade se intensifica a medida que o individuo se aproxima de sua
fase final de metamorfose. Em contraste, Brodie ¢ Formanowicz (1987), usando naiades
de odonata e baratas d“4dgua, demostraram que girinos em estidgios iniciais de
desenvolvimento (25-28, Gosner, 1960) e pré-metamoérficos (38-41) de Anaxyrus
americanus eram desagradaveis para predadores, enquanto os estddios intermediarios de
desenvolvimento (31-35) eram palataveis. Portanto, as respostas e estratégias anti-
predagdo em girinos podem ser especificas. Por sua vez, a impalatabilidade nao depende
da deteccdo prévia de um predador para ser eficiente, mas sim, da sensibilidade deste a
substancia impalatavel e da capacidade de aprendizagem (Hero ef al., 2001; Nomura et
al., 2011). Ja girinos de S. x-signatus foram predados em todos os estidgios de

desenvolvimento testados, confirmando que nao se tratam de organismos impalataveis.

Ainda, na presenca de girinos das duas espécies, larvas de Odonata preferiram se
alimentar de girinos de S. x-signatus. Estes resultados refor¢am a hipotese de que
girinos de P. bahiana sdo impalataveis e que a impalatabilidade se acentua nos estagios
proximos a metamorfose. O mesmo resultado, entretanto, mais uma vez nao se aplica
aos girinos de S. x-signatus que foram predados em todas as categorias de
desenvolvimento ontogenético aqui estabelecidas, indicando que os mesmos sdo
palataveis as larvas de odonata. Ha de se considerar que a coloragdo disruptiva presente
em girinos de P. bahiana, principalmente nos estagios intermediarios (31-35) e pré-

metamorficos (38-41), auxiliaria na confusdo por parte do predador na sua detecgdo,
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coloragdo estd que nao foi observada em girinos de S. x-signatus em nenhum de seus
estagios de desenvolvimento ontogenético.

A impalatabilidade em girinos ¢ mais eficiente contra predadores que engolem
a presa inteira, como peixes, ou que mastigam a presa antes de consumi-la, como larvas
de Odonata (Hero et al., 2001; Van Burskirk, 1988). Szuroczki & Richardson (2011),
afirma em seu trabalho com girinos de Lithobates catesbeianus nas fases (30-34), que
predadores possuem a capacidade de detectar itens alimentares que sdo impalataveis e
em seguida, modificar forrageamento, refletindo uma aversao aprendida. Entretanto, no
nosso trabalho, ndo temos como afirmar que as naiades testadas tiveram qualquer
contato anterior com girinos de Phyllomedusa bahiana, caracterizando a menor
predagdo nos estagios mais avangados de desenvolvimento como uma aprendizagem.

O desenvolvimento de glandulas secretoras de toxinas poderia explicar a
impalatabilidade dos girinos de P. bahiana, com o avango de seu desenvolvimento
ontogenético, assim como acreditam Lawler & Hero (1997) e Heyer et al., (1975), no
seu estudo com Rhinella marina, também em trés categorias de desenvolvimento
ontogenético pré-estabelecidas e utilizando como predador um vertebrado (Lates
calcarifer). Os autores discutiram que o aumento da impalatabilidade nesses girinos em
estagios posteriores pode simplesmente ser uma fungdo de seu tamanho maior (4rea de
superficie aumentada) e, portanto, da maior dose de toxinas encontradas pelos
predadores. Nao sabemos se o mesmo aconteceria com os girinos de Phyllomedusa
bahiana. Seriam necessarias amostras histologicas de pele para constatar se ocorre
aumento de numero de glandulas granulosas ou se o aumento ¢ decorréncia da maior
area pelo crescimento dos girinos ao longo do desenvolvimento ontogenético.

As defesas contra predadores sdo ajustadas pela evolucdo para permitir que as
presas sobrevivam com predadores especificos, também um importante determinante da
distribuicdo de espécies e espera-se que apenas girinos com as defesas apropriadas
sobrevivam em um determinado corpo de 4gua com tipos especificos de predadores

(Hero et al., 2001) .

Nos experimentos deste estudo, buscamos oferecer as condi¢des minimas nas
quais os predadores e girinos encontram no ambiente natural. Entretanto, a
complexidade estrutural do habitat natural somado ao efeito de multiplos predadores
pode reduzir o risco e predacao de girinos (Costa & Nomura, 2014; Kopp et al., 2006),

portanto, sdo necessarias mais informacdes sobre as respostas induzidas por predadores
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especificos e como a taxa de abundancia e predagdo interagem na formacao de respostas

induzidas.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que o comportamento de natacdo dos girinos de
Phyllomedusa bahiana, foi afetado pela presenca de pistas indiretas do predador, sinais
quimicos das naiades de Odonata. Girinos de P. bahiana apresentaram uma plasticidade
comportamental induzida pelo predador que foi a suspensao da natacdao e paralisia do
girino. Essa estratégia pode ser reforgada pela coloragao disruptiva.

A impalatabilidade de P. bahiana pode estar presente desde estagios iniciais dos
girinos ¢ se intensificar 4 medida que o individuo se aproxima de sua fase final de
metamorfose, podendo esses girinos apresentarem maior quantidade de glandulas
secretoras de substancias toxicas a medida que se desenvolvem. Portanto novos estudos
que investiguem como essas glandulas se desenvolvem ao longo do desenvolvimento
dos girinos de Phyllomedusa bahiana podem ajudar na compreensdo dos mecanismos

defensivos em girinos de P. bahiana.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1: Ambientes onde coletamos girinos de Phyllomedusa bahiana e Scinax x-
signatus, naiades de Odonata e agua para execucao do experimento. Lagoa préxima
ao Centro de Estudos em Biodiversidade (1); lagoa formada numa estrada (2); lagoa
proxima a uma plantacdo de cacau (3A, 3B); lagoa proxima a uma plantacdo de banana

(4); lagoa proxima ao restaurante da reserva (5).

Figura 2: Observacao de ocorréncia de predacao de girinos por naiades. Potes com
girinos e naiades (1); Predagdo de girinos de Phyllomedusa bahiana (2).

Figura 3: Média e desvio padrao de girinos de Phyllomedusa bahiana paralisados
em diferentes tratamentos: agua destilada e macerado de naides de Odonata.

Figura 4: Media e desvio padrio do numero de girinos em trés estagios de
desenvolvimento ontogenético de Phyllomedusa bahiana, predados por naiades de
Odonata. Inicial (25-28); intermedidrio (31-35); pré-metamorfico (38-41), seguindo
Gosner (1960).

Figura 5: Media e desvio padrio do nimero de girinos em trés estigios de
desenvolvimento ontogenético de Scinax x-signatus, predados por naiades de
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699  Odonata. Inicial (25-28); intermediario (31-35); pré-metamorfico (38-41), seguindo
700  Gosner (1960).

701

702 Figura 6: Media e desvio padrdo do niumero de girinos em trés estagios de
703  desenvolvimento ontogenético de Phyllomedusa bahiana e Scinax Xx-signatus,
704  predados por naiades de Odonata. Phyllo — girinos de P. bahiana, Scinax — girinos
705  de Scinax x-signatus. Phyllo1l — estagios 25 a 28; Phyllo2 — estagios 31 a 35; Phyllo3 -
706  estagios 38 a 41. Scinaxl — estagios 25 a 28; Scinax2 — estagios 31 a 35; Scinax3 -
707  estagios 38 a 41, seguindo Gosner (1960).
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TABELAS:

Tabela 1. Média (x) e desvio padrao (DP) do comprimento e numero de individuos (n)

de girinos de Phyllomedusa bahiana e Scinax x-signatus e naiades de Odonata

utilizados nos testes de predacdo, em cada categoria de desenvolvimento larval (CDL).

Inicial (25-28), Intermediario (31-35), Pré-metamorfico (38-41), seguindo Gosner

(1960).

CDL (n) P. bahiana S. x-signatus Naiades
x (DP) x (DP) x (DP)

Inicial (51) 2,32 (0,98) 2,28 (0,86) 2,80 (0,75)

Intermediério (46) 3,21 (0,83) 2,97 (0,75) 3,40 (0,62)

Pré-metamorfico (43) 4,28 (0,78) 3,58 (0,65) 4,20 (0,64)
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ANEXOS

1. Representacgio dos diferentes estagios de desenvolvimento de girinos, a

P> <7 >

nIvROZPHmE

partir do estagio 26 ao 42, segundo Gosner (1960).
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837  The following table shows the maximum word count of the main text (excluding
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who have moved), and the corresponding author’s email address. Please
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892  3.2.5. Materials and methods
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894  experiments performed, in conjunction with cited references. It should be
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896 models and statistical analysis. Provide names and locations (town, state,

897  country) for ALL equipment and reagent suppliers. Give Latin names and

898 taxonomic authority (e.g. Linnaeus) for all experimental species. Reporting

899  standards should follow those recommended in our journal

900 policies and submission checklist.

901 3.2.6. Results

902  This section should describe the results of the experiments performed and

903 should be broken up by subheadings to organise the findings presented and
904 walk the reader through the results. Reproducibility of results must be included
905 — see our submission checklist for further information. Please ensure that the
906 distinction between new results and published findings/established facts is

907 Clear.
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Details of all funding sources must be provided. It is the responsibility of the
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add initials after the relevant agency or grant number. Please use the following
format: This work was supported by the National Institutes of Health [AA123456
to C.S., BB765432 to M.H.]; and the Alcohol & Education Research Council
[hfygr667789]. Where no specific funding has been provided for the research,
please state ‘This research received no specific grant from any funding agency
in the public, commercial or not-for-profit sectors’.
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All publicly available datasets supporting your work should be included in the
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as accession number or doi and, where possible, include a hyperlink to the URL
of the dataset. Datasets should be made publicly available at the time of
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reference list with DOls/accession numbers and hyperlinks, where available.
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968  should be labelled with uppercase letters (A, B, C, etc.), and each panel should
969 be described in the legend. Any abbreviations not given in the main text should
970 be defined. For further details on what should be included in figure legends,

971  please refer to our submission checklist.

972  3.2.15. Appendices

973  This optional section can be used for information that is critical to the

974  manuscript but would interrupt the flow of the article and is not suitable for
975 inclusion as supplementary information. It should be formatted according to
976  normal journal style. All figures, tables and equations should be numbered
977  separately from the main text as Fig. A1, Table A1, Egn A1, etc. Please note
978 that the text, figures and tables in an Appendix count towards the

979  overall manuscript length.

980
981  3.3. Preparing the text
982  3.3.1. General information

983  Prepare manuscripts in English (either US or UK spelling is acceptable but be
984  consistent within the manuscript). Your writing should be comprehensible to
985 editors and reviewers, and your writing style should be concise and accessible.
986 If English is not your first language, please consider using a language editing
987  service prior to submission.

988  Ensure that the language in your manuscript is original and does not contain
989  previously published passages of text (including those from your own

990 publications) — see our journal policies for more details. All accepted

991  manuscripts are routinely screened using plagiarism-detection software.

992 Use 1.5 line spacing and continuous line numbering throughout the paper in
993 order to facilitate online reviewing.

994 Do not embed figures in the text.

995 Cite each figure, table and movie in the text in numerical order. Figure or table
996 parts should be labelled with uppercase letters (A, B, C, etc.). Use the following
997 format for citations: Fig. 1A,B or Figs 1, 2 or Table 1 or Movie 1.
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If necessary, display equations should be cited using the following format: Eqn
1.

For supplementary figures, tables and equations, cite as Fig. S1, Table S1, Eqn
S1.

Define abbreviations at first mention and include a List of Symbols and
Abbreviations used.

For special characters not available on a standard keyboard (e.g. Greek
characters, mathematical symbols), use the Symbol font or the ‘Insert Symbol’
function in Microsoft Word, where possible. For special characters that are not
available via this route, please use MathType characters; do not use embedded
images (e.g. GIF).

3.3.2. Units and nomenclature

Units of measurement should follow the S| system, e.g. ml s-! rather than ml/s.
Guidance on using the S| convention can be found here. Type a space between

a digit and a unit, e.g. 1 mm (except 1%, 1°C).
Use s.e.m. and s.d. for standard errors, etc.

Taxonomic nomenclature: the Latin names and taxonomic authority (e.g.
Linnaeus) should be provided for all experimental species. All species names
should be italicized.

Genetic nomenclature: gene names should be in italic type, but the protein
product of a gene should be in Roman type. Genetic nomenclature should be in
accordance with established conventions and should be approved by the
relevant nomenclature curator if applicable. See below for some relevant links.

HGNC list of genome databases: http://www.genenames.org/useful/all-
links#ovgdb

Caenorhabditis elegans: http://www.wormbase.org

Dictyostelium: http://dictybase.org/

Chicken: http://birdgenenames.org/cgnc/quidelines

Drosophila: http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature

Human: http://www.genenames.org/about/quidelines

Maize: http://www.maizegdb.org/maize nomenclature.php

Mouse: http://www.informatics.jax.org/mgihome/lists/lists.shtml

Saccharomyces cerevisiae: http://www.yeastgenome.org/
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Schizosaccharomyces pombe: http://www.pombase.org/submit-data/gene-
naming-quidelines

Xenopus: http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp

Zebrafish: https://wiki.zfin.org/display/qgeneral/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+G
uidelines

3.3.3. References
3.3.3.1. References in text

References in the text should be cited using the Harvard (name, date)
referencing system.

Each reference cited in the text (including those cited in supplementary
information) must be listed in the Reference list and vice versa: please check
these carefully.

Literature citations in text are as follows.
One author — (Jones, 1995) or (Jones, 1995; Smith, 1996).

Two authors — (Jones and Kane, 1994) or (Jones and Kane, 1994; Smith,
1996).

More than two authors — (Jones et al., 1995) or (Jones et al., 1995a,b; Smith et
al., 1994, 1995).

Manuscripts accepted for publication but not yet published: include in Reference
list and cite as (Jones et al., in press).

Manuscripts posted on preprint servers but not yet published: include in
Reference list and cite as (Smith et al., 2016 preprint).

Citation of unpublished work: we discourage citation of unpublished data; if it is
necessary, use the format (S. P. Jones, unpublished observations/data).
Unpublished data cannot be included in the Reference list.

PhD theses: include in Reference list and cite as (Smith, 2016 ).

Website URLSs: cite in the text but do not include in the Reference list; provide
the URL and, if the website is frequently updated, the date that the site was
accessed.

Personal communications (i.e. the unpublished observations of other scientists):
when a person who is not an author on the paper is the source of unpublished
data, those data should be cited as a personal communication using the format
(full name, institution, personal communication). Personal communications
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1080
1081

1082

1083
1084
1085

1086

1087
1088
1089
1090

1091

1092
1093

1094

1095
1096
1097

should not be cited in the Reference list and will only be published when
substantiated by written permission (e.g. email) from the scientist cited.

Dataset: we recommend that all publicly available datasets are fully referenced
in the reference list with an accession number or unique identifier such as a
DOI. Cite as (Jones and Jane, 1994).

3.3.3.2. Reference List

References are listed in alphabetical order according to surname and initials of
first author.

Use the following style:
Journal

Rivera, A. R. V., Wyneken, J. and Blob, R. W. (2011). Forelimb kinematics
and motor patterns of swimming loggerhead sea turtles (Caretta caretta): are
motor patterns conserved in the evolution of new locomotor strategies? J. Exp.
Biol. 214, 3314-3323.

Book

Hochachka, P. W. and Somero, G. N. (2002). Biochemical Adaptation:
Mechanism and Process in Physiological Evolution. Oxford, UK: Oxford
University Press.

Book chapter

Feller, G. (2008). Enzyme function at low temperatures in psychrophiles.
In Protein Adaptation in Extremophiles (ed. K. S. Siddiqui and T. Thomas), pp.
35-69. New York: Nova Science Publishers, Inc.

Preprint server

Baillie-Johnson, P., van den Brink, S. C., Balayo, T., Turner, D. A. and
Martinez Arias, A. (2014). Generation of aggregates of mouse ES cells that
show symmetry breaking, polarisation and emergent collective behaviour in
vitro. bioRxiv doi:10.1101/005215.

PhD thesis

Jones, A. R. (2016). Title of thesis. PhD thesis, University of Washington,
Seattle, WA.

Dataset with persistent identifier

Zheng, L.-Y., Guo, X.-S., He, B., Sun, L.-J., Peng, Y. and Dong, S.-S. (2011).
Genome data from sweet and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience
Database. http://dx.doi.org/10.5524/100012.
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1098
1099
1100
1101

1102

1103
1104
1105
1106

1107
1108

1109

1110

1111
1112

1113
1114
1115
1116

1117

1118

1119
1120

1121

1122

1123

1124

1125

1126

1127

Kingsolver, J. G., Hoekstra, H. E., Hoekstra, J. M., Berrigan, D., Vignieri, S.
N., Hill, C. E., Hoang, A., Gibert, P. and Beerli, P. (2001). Data from: The
strength of phenotypic selection in natural populations. Dryad Digital
Repository. http://dx.doi.org/10.5061/dryad.166.

If there are more than 10 authors, use 'et al.' after the 10th author.

Within a group of papers with the same first author, list single author papers
first, then papers with two authors, then et al. papers. If more than one
reference exists for each type, arrange in date order. Use a and b for papers
published in the same year.

'In press' citations must have been accepted for publication and the name of the
journal or publisher included.

3.4. Preparing tables

Prepare tables in ‘cell’ format and include in the same file as the main text.
Tables must be editable and not embedded as an image.

The title of the table should be a single sentence and should summarise the
contents of the table. Details referring to one or more isolated item(s) in the
table are best given in a table footnote. Units should be given in parentheses at
the top of each column (do not repeat in the table).

3.5. Preparing display equations

Our preferred file format for equations is MathType. We also accept Equation
Editor (Microsoft Word) or LaTex.

Please number all display equations, consecutively. They should take the form:

0= —KA, [p]
% urt, (1),

Units should be defined in the text rather than included in the equation.

4. Preparing figures

4 1. General information
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Figures should be numbered in a single series that reflects the order in which
they are referred to in the text.

Figures should be prepared at the smallest size that will convey the essential
scientific information; final figure size is at the discretion of the journal. For
further information on how to arrange your figures to optimise viewing by
reviewers and readers, download our figure layout guidelines.

At initial submission, you may submit a single PDF file containing all text and
figures. Once an article has been accepted for publication, you are required to
submit separate files for each figure (see below for file formats).

Figure legends should be included in the main text file and not in the figure file.

There are no charges for the use of colour in figures, although gratuitous use of
colour in graphs and diagrams should be avoided and colour should only be
used to improve scientific clarity.

We strongly encourage the use of colours that are suitable for colour-blind
readers, particularly in the preparation of fluorescent microscopy images. Most
notably, we discourage the use of red/green for the display of 2-channel
images; authors should consider an alternative colour combination (e.g.
magenta/green).

4.2. Preparing graphs and diagrams (line art)
4.2.1. General information
The maximum figure size, including lettering and labels, is 180 mm x 210 mm.

Line thicknesses and symbols should be of sufficient size to ensure clarity if the
figure is reduced in size.

For graphs, our preferred symbols are filled and open circles, triangles,
squares, or diamonds; where possible, the same symbol should be used for the
same entity in different figures.

Colour: supply line art in RGB (not CMYK) mode, as this maximizes colour
quality and is how the figures will be displayed online; do NOT use Spot,
Pantone or Hex colours and do NOT assign a colour profile.

Text labelling: use 12 pt bold uppercase letters (A, B, C, etc.) to distinguish
figure panels; other labelling should be 8 pt Arial font (sentence case) (headings
should be bold); for gene sequences, use Courier font to ensure that each letter
is the same width; use Symbol font for Greek characters.

4.2.2. File formats

68


http://jeb.biologists.org/sites/default/files/FigureLayout_JEB.pdf

1163
1164
1165

1166
1167

1168
1169

1170

1171

1172
1173
1174
1175
1176
1177

1178
1179

1180

1181

1182

1183
1184
1185

1186

1187
1188

1189
1190

1191
1192
1193

1194
1195

Authors should submit their source figures in an editable format (vector graphic)
that retains font, line and shape information. This format ensures that we can
edit where necessary and produce high-quality print and online PDFs.

We accept the following file formats for graphs/line art: EPS, PDF, and
WMF.

Applications such as Adobe lllustrator, Canvas, DeltaGraph, Corel Draw,
Freehand, MatLab and SigmaPlot provide these formats.

Please ensure that you 'export' or 'save' with (text/font) information included
Save text/font information as ‘text’ not ‘curves’ or ‘outlines’.

If combining images, always 'embed' images; do NOT simply 'link' them. In
Adobe lllustrator, copying and pasting or dragging an image directly from Adobe
Photoshop will embed the image. Alternatively, if you use the 'Place' command,
uncheck 'Link' in the dialogue box. For other software applications, please refer
to the documentation (often there will be a 'link’, 'proxy', 'OLE' or 'OPI' option,
which must NOT be used with EPS files).

Note that submission of JPEG or TIFF format for graphs/line art may delay
production of your article.

4.3. Preparing photographic images
4.3.1. General information

Photographic images (also known as bitmap images) are made up of pixels
(e.g. light, fluorescence and electron microscopy, gels, and traditional
photography)

The maximum figure size, including lettering and labels, is 180 mm x 210 mm.

Images should be saved at a resolution of 300 pixels per inch. Any image
quality option should be set to maximum.

For micrographs, use a scale bar to show the magnification and give the length
of this in the figure legend.

Colour: supply images in RGB (not CMYK) mode, as this maximizes colour
quality and is how the figures will be displayed online; do NOT use Spot,
Pantone or Hex colours and do NOT assign a colour profile.

Text labelling: use 12 pt bold uppercase letters (A, B, C, etc.) to distinguish
figure panels; other labelling should be 8 pt Arial font (sentence case) (headings
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should be bold); for gene sequences, use Courier font to ensure that each letter
is the same width; use Symbol font for Greek characters.

4.3.2. File formats
Accepted file formats are: EPS/PDF (vector based, such as Adobe lllustrator).

EPS / PDF format for figures with mixed data, such as line drawn vector-graphs
and Photographic Images.

TIFF format with text-layers enabled, for Photographic Images only.

ARIAL or HELVETICA must be the font choice used throughout figure
preparation.

PowerPoint images: we do NOT accept PowerPoint files. Instead, please save
as PDF using the instructions below.

Go to ‘print’ and then choose 'Save as PDF' in the print dialogue box

You can download free software which will enable you to print EPS/PDF files to
disk:Download software for Windows
Download software for Mac

4.4. Image manipulation

Any alterations made to figures using computer software must be consistent
with our image manipulation policy. The images presented in the manuscript
must remain representative of the original data, and the corresponding author
will be asked to confirm this at submission. Please read our requirements for
preparing your figures (download PDF) to avoid a potential delay in the
publication process or rejection on the basis of non-compliance with these
guidelines.

All accepted manuscripts are routinely screened by our production department
for any indication of image manipulation. If evidence of inappropriate
manipulation is detected, the journal's Editors might ask for the original data to
be supplied and, if necessary, may revoke the acceptance of the article.

4.5. Figure permissions

It is the responsibility of the author to obtain permission to use figures from
another publication in any article submitted to JEB and to ensure that any such
use is credited to the source. Any fees associated with use of the figure are the
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responsibility of the author. Written permission from the author and/or publisher
of the original material, as appropriate, should be provided at the time of
submission, otherwise publication may be delayed. If a figure has been modified
from a previously published figure, please check with the copyright owners to
see whether permission is required and include a complete citation/reference
for the original article.

5. Preparing movies
Our preferred file format for movies is .mp4, but we also accept .mov

Please provide a separate text file containing the titles and captions of all
movies. Please keep captions as short as possible and ensure that they explain
what is being shown in the movie and any necessary details of how the movie
was made.

Movies should be numbered in a single series that reflects the order in which
they are cited in the text, e.g. see Movie 1. Movie 2, etc.

In the final online article, all movies are displayed in the supplementary
information.

We have a limit of 50 MB for all movie and supplementary information files. If
your movies exceed this limit, please contact the Editorial Office for advice
before submission; we may be able to reduce the size of your movie files
without losing resolution or discuss other options for hosting. For example, if
you have movies that exceed our file limits and that are supplementary to the
core message of the paper (or if you wish to provide readers with a higher-
resolution version of the movie than can be displayed within our file size limits),
we encourage you to deposit them in a reliable data repository such

as Dryad or Figshare and link to them from the main paper - please see our
guidelines on Data deposition for further information. Alternatively, we may
consider hosting large movies that are central to the article on the

journal’s YouTube channel, again with a direct link from the main paper.

Please note that we reserve the right to make movies or other data forms
available on an Open Access basis via The Company of

Biologists’ website, You Tube and other online channels. Where we do, the
movies and other data forms may on occasion be made available under the
terms of the Creative Commons Attribution 3.0 Unported (CC-BY) Licence.
These terms permit the copying and/or adaptation of the movie and the
distribution of the movie or any such adaptation by any means and in any
medium or format to any other person, including for commercial purposes,
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1268  provided that you are credited as the original author. There would be no
1269  additional cost to you, the author.

1270

1271

1272
1273 6. Supplementary information

1274  Data that are essential for interpretation of the results of the main paper should
1275  be included in the main paper. Supplementary information provides access to
1276  supporting data that do not appear in the printed article or PDF but that

1277  accompany the final version of a paper online.

1278  These data are peer reviewed and subject to the same criteria as the data that
1279  are to be published in the paper itself. During peer review, editors and reviewers
1280 are asked to assess whether supplementary information is appropriate and

1281  essential for supporting the findings of a paper.

1282  All supplementary data will be strictly limited to a total of 50 MB per article.

1283  We only accept data files - such as datasets, movies, audio, figures and tables -
1284  as supplementary information. We do NOT accept text files that provide

1285  additional materials and methods, results or discussions related to the article;
1286  these should be included in the article itself. Statistical and computational

1287  analyses should ideally be included in the methods section or as an appendix in
1288  the main article. Very large files or those requiring specialist software are not
1289  suitable as supplementary information. For large datasets, e.g. computational
1290 analyses, please see our guidelines on data deposition.

1291  Criteria for each supplementary information type are listed in the table below.
1292  The total number of supplementary information items of all types (figures,
1293  tables, movies, etc.) per article should not exceed the total number of figures
1294  and tables in the main article.

1295

Data type Criteria Citation style

Max. of 6 items per article

(should not exceed the

total number of

figures/tables in the main Fig. S1, Fig. S2; Table S1, Table
Figures and tables  article) S2, etc.
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1296

1297
1298
1299
1300

1301
1302
1303
1304
1305
1306

1307
1308
1309
1310
1311

1312
1313

1314

1315

1316

1317

Data type Criteria Citation style

Include as supplementary

Datasets tables Table S1, Table S2, etc.
Movies and audio Max. of 3 movies/audio Movie S1, Movie S2, etc.; Audio
clips per article S1, Audio S2, etc.

With the exception of movies (see section on preparing the movies) and large
tables, all supplementary information should be collated into a single PDF
file. If your table is very large, or you wish readers to be able to export and/or
manipulate the data, we would prefer you to submit it as a Microsoft Excel file.

Use a separate numbering system from that used in the main article and use
the format Fig. S1, Fig. S2, Table S1 etc. If a supplementary figure relates to a
particular figure in the text, please cite it as close to this figure as possible. For
the convenience of readers, please place each figure next to the corresponding
legend in the supplementary information PDF. Please include a legend for each
figure and a title for each table.

Please note that supplementary information files are not copyedited by JEB and
therefore authors must ensure that all files are checked carefully before
submission and that the style of terms and figures conforms to that of the
article. Modification of supplementary information after publication will require a
formal correction.

Refer to each piece of supplementary information at least once within the text of
the main article (the article that is published in the print issue of the journal).
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