
1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS

DEPARTAMENTO DE ECOLOGIA E ZOOLOGIA

Djonatan Artur Rosemann

Efeito de cinzas oriundas de incêndios sobre o comportamento de Aquarana catesbeiana
(Amphibia: Anura)

(Fire ash effects on behavior of Aquarana catesbeiana (Amphibia: Anura)

Florianópolis, SC

Dezembro De 2023



2

Djonatan Artur Rosemann

Efeito de cinzas oriundas de incêndios sobre o comportamento de Aquarana catesbeiana

(Amphibia: Anura)

(Fire ash effects on behavior of Aquarana catesbeiana (Amphibia: Anura))

Trabalho de Conclusão de Curso submetido ao curso
de Ciências Biológicas do Centro Ciências biológicas
da Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito parcial para a obtenção do título de
Bacharel em Ciências Biológicas.

Orientador(a):Prof. Dr. Bruno Renaly Souza
Figueiredo

Coorientador:Me .Leonardo Leite Ferraz de Campos

Florianópolis SC

2023



3



4

Djonatan Artur Rosemann

Efeito de cinzas oriundas de incêndios sobre o comportamento de Aquarana catesbeiana

(Amphibia: Anura)

Este Trabalho de Conclusão de Curso foi julgado adequado para obtenção do título de Bacharel

e aprovado em sua forma final pelo Curso de Ciências Biológicas

Universidade Federal de Santa Catarina, 05 de Dezembro de 2023.

___________________________

Coordenação do Curso



5

Banca examinadora

____________________________

Profa , Dra Michele Cristina Heck

____________________________

Prof, Dr Renato Hajenius Ache de Freitas

Orientador(a):

Prof.(a) Dr.(a) Bruno Renaly Souza Figueiredo

Instituição Universidade Federal de Santa Catarina

Florianópolis , 2023.



6

AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar minha mais sincera gratidão a todas as pessoas que de alguma forma

contribuíram para a realização desse trabalho, muito provavelmente esse projeto não teria

sido possível sem a orientação e conselhos de várias pessoas excepcionais que eu conheci ao

longo do curso.

Primeiramente gostaria de agradecer tanto ao meu orientador Prof. Dr. Bruno Renaly Souza

Figueiredo

quanto ao meu coorientador Me .Leonardo Leite Ferraz de Campos, pelas suas orientações

dedicadas, paciência sem limites e conselhos valiosos.

Agradeço também a minha familia, expresso minha gratidão pelo apoio e encorajamento

constante e ajuda que me prestaram durante todo o curso.

Aos meus amigos, pessoas que com o tempo acabaram fazendo parte da minha família, e me

apoiaram de diversas formas, agradeço muito.

Agradeço também ao meu laboratório e seus membros que me ajudaram durante a realização

do trabalho.



7

Resumo

A relação entre mudanças climáticas, a ocorrência de incêndios e a diminuição da
diversidade de anfíbios têm sido uma preocupação crescente à medida que distúrbios
associados ao fogo se tornam mais frequentes. As cinzas resultantes da supressão vegetal pelo
fogo podem ser transportadas para ambientes aquáticos por ação das chuvas e dos ventos,
ameaçando as populações de anfíbios que habitam esses ecossistemas. Nesse estudo,
avaliamos o impacto sobre a sobrevivência e o comportamento de girinos da espécie
Aquarana catesbeiana (Amphibia: Anura) à exposição a diferentes concentrações de cinzas
(0g/L, 2g/L, 4g/L, 6g/L e 8g/L). O número de indivíduos sobreviventes mensurados ao final
do experimento foi usado para calcular a concentração letal para 50% da população (LC50).
Além disso, avaliamos o deslocamento total e a velocidade máxima de nado dos girinos após
exposição a cada tratamento. Nossos resultados demonstraram que a sobrevivência dos
girinos não diferiu estatisticamente entre as diferentes concentrações de cinzas, com uma
concentração letal para 50% da população calculada em 15,92 g/L. O deslocamento total e a
velocidade máxima de nado de girinos pós-exposição às cinzas também não diferiu entre as
concentrações de cinzas. Estudos realizados com peixes e cinzas de outras origens reportaram
valores de LC50 menores do que 2g/L, enquanto que o LC50 calculado para o microcrustáceo
Daphnia magna foi de 7,98 g/L. Portanto, muito inferior ao encontrado no presente estudo
para a espécie estudada. Esses resultados revelam uma grande resistência de A. catesbeiana
quando expostos a água contaminada por cinzas. Uma notável resistência à contaminação
aquática, pode explicar o maior sucesso de invasão biológica do mundo. A maior resistência
A.catesbeiana sugere que, no cenário ambiental predito para o futuro, com incêndios mais
frequentes como resultado das alterações climáticas globais, e consequente contaminação da
água por cinzas, essa espécie exótica invasora de anuros pode aumentar a sua área de
distribuição, devido sua maior tolerância à contaminação, o que pode ameaçar a conservação
da biodiversidade nativa.

Palavras-chave: Ecologia aquática, Ecotoxicologia, Espécie invasora, Mudanças climáticas,
Toxicidade

Abstract
The relationship between climate change, the occurrence of fires, and the decline in
amphibian diversity has been a growing concern as fire-related disturbances become more
frequent. Ash resulting from vegetation burnby fire can be transported to aquatic
environments through the action of rain and wind, threatening amphibian populations that
inhabit these ecosystems. In this study, we assessed the impact of exposure to ashes on the
survival and behavior of Aquarana catesbeiana (Amphibia: Anura). To do so, an
ecotoxicological assay was conducted in which five tadpoles were exposed to five
concentrations of ashes (0g/L, 2g/L, 4g/L, 6g/L, and 8g/L) for 96 hours. At the end of this
period, the number of surviving individuals was measured to calculate the lethal
concentration for 50% of the population (LC50). Additionally, we evaluated the total
displacement and maximum swimming speed of tadpoles after exposure to the ashes.
Ourresults showed that tadpole survival did not statistically differ among the different ash
concentrations, with an LC50 calculated at 15.92 g/L. Furthermore, the total displacement
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and maximum swimming speed of tadpoles after exposure to the ashes did not differ among
the ash concentrations either. Studies conducted with fish and ashes from other sources
reported LC50 values lower than 2g/L, whereas the LC50 calculated for the microcrustacean
Daphnia magna was 7.98 g/L. This number is much lower than that found in this study. This
reveal a significant resistance of A. catesbeiana when exposed to water contaminated by fire
ashes. Remarkable resistance to aquatic contamination by A. catesbeiana may explain why it
is among the most successful invasive species worldwide. The greater resistance of A.
catesbeiana also suggests that, in the environmental scenario predicted for the future, with
more frequent fires as a result of global climate change and subsequent water contamination
by ashes, this invasive exotic tadpole species may expand its distribution range, which could
threaten the conservation of native biodiversity.
Keywords: Aquatic ecology, ecotoxicology, Exotic especies, Climate changes, Toxicity
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1 INTRODUÇÃO

O fogo é a consequência de uma reação de oxidação rápida de um material

combustível, que é capaz de causar elevado impacto ambiental. Quando a biomassa vegetal

seca queima, ela não apenas causa a perda de abundância e diversidade de espécies vegetais,

mas também leva à redução e simplificação dos habitats disponíveis para diferentes espécies

(Shailesh et al 2022; Agus et al 2019). Isso afeta a capacidade dos ecossistemas de servirem

como refúgio contra predadores e reduz a disponibilidade de alimento e de energia para as

espécies que vivem neles (Bixby et al., 2015). Em regiões com o clima seco, o fogo é

frequente devido a presença de vegetação ressecada, o que aumenta a probabilidade de

ocorrência e propagação de incêndios (Kloster & Lasslop, 2017; Rogers et al 2020). Essa

situação se agrava devida às mudanças climáticas e à conversão de áreas naturais,

principalmente em pastagem, o que tem ampliado as áreas propensas a incêndio, resultado em

uma maior frequência e intensidade desses eventos nos últimos anos (Bixby et al., 2015; Jones

et al., 2022; Burton et al., 2023).

Um dos principais problemas associados à ocorrência de incêndios é a produção de

cinzas residuais, que possuem em sua composição múltiplos compostos tóxicos que podem

alterar as características bióticas (redução na disponibilidade de recurso), físicas (perda de

habitat) e químicas da água e do solo. Na água, a presença de cinzas pode acarretar no

aumento dos valores de pH, condutividade, turbidez e na diminuição dos valores de oxigênio

dissolvido (Earl & Blinn, 2003; Gonino et al., 2019; Brito et al., 2019). Além disso, as

concentrações de alguns nutrientes, tais como fósforo (Minshall et al., 2001; Venne et al.,

2015), nitrato (Minshall et al., 2001; Earl & Blinn, 2003), amônio (Earl & Blinn, 2003), cálcio

e potássio (Minshall et al., 2001) também podem ser alterados após ocorrência de queimadas

de vegetação ao redor de um rio ou lago. As cinzas contêm ainda hidrocarbonetos policíclicos

aromáticos (HPA) e metais (Neary et al., 2008; Smith et al., 2011). Essas substâncias possuem

potencial tóxico e, em altas concentrações, as cinzas podem até mesmo causar a morte dos

organismos aquáticos. Além disso em concentrações menores, a presença de cinzas na água

podem induzir letargia e prejudicar a habilidade de natação de organismos aquáticos, como

resultado, esses organismos podem se tornar mais suscetíveis à predação (Gonino et al.,

2019).

A maior parte dos organismos que prevalece em regiões lacustres após um incêndio

são indivíduos resistentes ao fogo, ou que possuam características que os conferem rápida

recolonização do ambiente, tais como reprodução explosiva e ciclo de vida rápido (Minshall et
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al., 2003). Esses estudos já foram realizados com peixes e têm demonstrado que espécies

exóticas invasoras são especialmente resistentes à contaminação da água por cinzas sensíveis

(Gonino et al., 2019), o que pode potencializar o sucesso de invasão em áreas sujeitas a fogo.

Outro grupo de animais aquáticos que está sujeito a estes impactos são os anfíbios, já que a

maior parte das espécies dependem desses ambientes para completar o seu ciclo de vida.

Embora não haja estudos testando como espécies exóticas invasoras de girinos respondem a

contaminação da água por cinzas, é possível hipotetizar com base em estudos com outros

contaminantes, que tais espécies sejam mais tolerantes a alterações antropogénicas (D'amore

et al., 2010).

Os anfíbios são reconhecidos como um dos grupos de vertebrados mais ameaçados de

extinção (Stuart et al., 2004; Luedtke et al., 2023). Uma das principais razões para essa

ameaça é a manipulação ou até mesmo o desaparecimento de seus habitats devido à

contaminação da água (Marchand et al., 2019). A exposição a substâncias químicas durante o

estágio larval dos anfíbios pode resultar em uma série de alterações ontogenéticas, citológicas

e histológicas, assim como modificações na estrutura populacional e nas interações ecológicas

(David et al., 2012). Tais alterações durante o desenvolvimento larval de anfíbios anuros

levam à perda de biodiversidade, o que pode se propagar em diferentes níveis tróficos, com

impactos indiretos sobre a dinâmica de todo o ecossistema (Borges et al., 2019; Almeida et

al., 2019; Mann et al., 2009). A maior parte das espécies de anfíbios têm fertilização e

desenvolvimento embrionário externo, com ovos aquáticos ou semiaquáticos que não

possuem proteção de casca (Bishop et al., 1999; Gallant et al., 2007; Schiesari et al., 2007;

Mann et al., 2009; Allentoft & O'Brien, 2010). Além disso, os anfíbios são especialmente

suscetíveis à contaminação da água porque sua pele é permeável e altamente vascularizada

devido a respiração cutânea destes animais, dessa forma, tornando os anfíbios essenciais em

estudos ecotoxicológicos e testes de toxicidade (Wolkowicz et al., 2013).

A espécie escolhida para este trabalho, Aquarana catesbeiana (rã-touro), comumente

encontrada em todo o Brasil, principalmente devido à introdução da ranicultura que ocorre

desde os anos 1940. A habilidade invasiva do rã-touro e sua habilidade de se adaptar a

diversos habitats têm gerado preocupações para a preservação da biodiversidade (Borges et

al., 2002). Devido aos seus hábitos alimentares versáteis, comportamento predatório e grande

tamanho corporal, essa espécie impacta as comunidades nativas, desencadeando impactos

ecológicos que incluem a extinção de outras espécies por competição, predação e transmissão

de patógenos (Daszak et al., 2004; Schloegel et al., 2010). Apesar de ser classificada como

uma das cem espécies invasoras mais problemáticas no mundo por causa de sua resistência,
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capacidade predatória e dispersão de doencças, pouco se discute sobre legislações para

remediação da presença desse animal em outros ecossistemas onde ele pode ser considerado

não apenas como um invasor mas também como uma praga para outras espécies nativas

(Lowe et al., Ota, 2002),

Considerando que a maior parte dos trabalhos realizados que investigaram o impacto

de poluentes sobre a biologia de anfíbios em seu estágio larval, utilizou poluentes de origem

farmacêutica, hospitalar ou agrícola (Allran & Karasov, 2000; Borges et al., 2019), realizamos

um experimento para investigar o efeito da contaminação da água por cinzas oriundas de

incêndios. Avaliamos efeitos sobre a mortalidade e o comportamento (velocidade natatória e

deslocamento) em indivíduos da espécie A.catesbeiana. Com isso, testamos a hipótese de que

a relação entre a concentração de cinzas, mortalidade e comportamento (mais especificamente

velocidade de movimento e distância total percorrida no período de uma hora) dos girinos

seria positivamente, isto é, quanto maior a concentração, maior seria a a taxa de mortalidade e

as alterações de velocidade e deslocamento.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das cinzas na sobrevivência e comportamento de girinos de

A.catesbeiana quando expostos a cinzas.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Encontrar a concentração sub letal capaz de causar a morte de 50% da população de A.

catesbeiana (LC50)

● Comparar a velocidade natatória e deslocamento total de girinos da espécie invasora

(A. catesbeiana) exposta a diferentes concentrações de cinzas na água.
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3. MÉTODOS

3.1 ESPÉCIE ESTUDADA E LOCAL COLETA

Aquarana catesbeiana, popularmente conhecida no Brasil como rã-touro, foi escolhida

como organismo-teste para ser utilizada nos ensaios ecotoxicológicos. A escolha dessa espécie

se deu porque ela possui ampla distribuição global, largamente utilizada em ensaios

ecotoxicológicos como em Tokiwa et al 2015), além de ser facilmente coletada e

comercializada. A rã-touro é uma espécie de rã nativa da América do Norte, que ocorre

naturalmente nos Estados Unidos, Canadá e México e cresce de forma substancial durante

toda a vida, podendo atingir até 30cm de comprimento e 1,5 kg de massa quando adultos

(Cunha, 2009). Seus girinos podem atingir até 20 cm de comprimento. Estes organismos

habitam áreas alagadas permanentemente, como poças e lagos, tendo uma elevada taxa

reprodutiva e podendo apresentar comportamento agonístico muito característico durante sua

época reprodutiva (Ryan 1980). Devido a ação humana essa espécie tem se espalhado por todo

o globo, comprometendo várias outras espécies. Dentre os impactos ambientais causados por

ação da rã-touro destaca-se a capacidade de ingerir alimento de vários recursos de níveis

tróficos distintos, desde insetos até mesmo outros anuros, sendo uma ameaça às comunidades

nativas.

Os animais utilizados no experimento foram adquiridos de uma ranícultura localizada

na região norte do estado, na cidade de Jaraguá do Sul (26°29'7'' S e 49°4'2'' W). Nesta

ranicultura, o processo de criação dos girinos inclui várias etapas e abrange diferentes estágios

de desenvolvimento, cada em uma área específica, A temperatura da água pode variar entre 25

e 30°C, pH entre 6,5 e 7,5 e a umidade relativa superior a 70%, para evitar a desidratação dos

indivíduos. Os animais recém eclodidos, no estágio G1, não possuem sistema digestivo

próprio, mas bolsa vitelínica e brânquias externas. Entre 5 a 7 dias, o vitelo é consumido, as

brânquias se interiorizam e o estágio G1 passa para G2. Neste momento o indivíduo busca

ativamente alimento na água. A alimentação no estágio G2 é manejada com a combinação

entre ração específica para rãs e alimento natural (tenebrios). Ainda no estágio G2, os girinos

são transferidos para tanques maiores, a área de crescimento e desenvolvimento larval. Após

algum tempo, eles chegam ao estágio G3, desenvolvendo pernas perto da cauda e se

aproximando do clímax metamórfico. Quando os braços se formam rompendo a pele, os

girinos atingem a fase G4. Essa fase dura cerca de 10 dias, terminando quando a cauda é

absorvida. Girinos em G4 são separados em uma área de metamorfose, com plantas aquáticas

e pouca água, facilitando a transição para o meio terrestre (CRIBB, 2013). O estágio de
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desenvolvimento dos girinos utilizados nesse experimento foi determinado segundo a tabela

de Gosner (GOSNER, 1960). Os girinos utilizados nos ensaios ecotoxicológicos do presente

estudo estavam no estágio G25.

3.2 PREPARAÇÃO DO EXTRATO AQUOSO COM CINZAS

As amostras de cinzas utilizadas para o estudo foram provenientes da queima da

vegetação típica de campos de altitude da serra catarinense. Para tanto, foi realizada a poda de

indivíduos em uma área de 20 x 1m, que incluía principalmente Andropogon lateralis,

Axonopus suffultus e Baccharis uncinella, no Parque Nacional de São Joaquim, Urubici, Santa

Catarina (28°10'22" S e 49°35'56" W). Após a coleta, o material vegetal foi seco ao sol e

submetido ao processo de queima, em condições controladas, para geração de cinzas. Uma

vez incineradas, as cinzas resultantes foram peneiradas, colocadas em tubos Falcon de 15ml e

mantidas sob refrigeração em uma temperatura de -20°C. Este processo é realizado visando

conservar as cinzas das alterações na composição química devido a ações biológicas ou

fotólise (Santos et al., 2023).

3.3 ANÁLISE QUÍMICA DAS CINZAS

Para avaliar a composição inorgânica e orgânica das cinzas foi realizada uma análise

semi-quantitativa de uma amostra (100g) de cinzas com a técnica de Espectrometria de Massa

com Plasma Indutivamente Acoplado ICP-MS, (marca Perkin Elmer, modelo Elan 6000,

Thornhill, Canadá) com introdução da amostra por nebulizador pneumático. A amostra foi

preparada por digestão ácida com assistência de microondas (marca provecto modelo

DGT100, São Paulo) para uma posterior determinação semi-quantitativa dos analitos. Os

resultados dessa análise revelaram níveis elevados de Potássio e Boro (Tabela 1).

Tabela 1 – Resultados da análise dos compostos inorgânicos presente nas cinzas oriundas da
queima de biomassa vegetal típica da serra Catarinense.

ANALITOS CONCENTRAÇÃO OBTIDA (mg/Kg)

B 52.621

Na 4070

Mg 25.387

Al 9446

Si 2295
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K 91.123

Ti 654

Mn 2651

Fe 6698

Rb 202

Ca 1843

Foi conduzida uma análise utilizando ultrassom por 20 minutos, utilizando uma

concentração de 100 gramas de cinzas em 3 ml de uma solução de hexano:acetona (9:1),

repetida por três vezes. Em seguida, foi realizado um processo de limpeza (clean up), seguido

de filtração e evaporação. Adicionalmente, houve uma agitação por 24 horas de 100 mg

dessas cinzas em 50 mL de água ultrapura. Durante essa análise, foram identificados em

grande quantidade os compostos Pireno e Fenantreno.(Tabela 2).

Tabela 2: Concentração de Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) encontrados em
100 mg de cinzas oriundas da queima de biomassa vegetal típica da serra Catarinense.

Compostos Extrato aquosos de cinzas
volantes (ug/L)

Cinzas (ng/g)

Naftaleno <0,15 877

Acenaftileno <0,15 <33

Acenaftaleno <0,15 <33

Fluoreno <0,15 463

Fenantreno <0,15 2144

Antraceno <0,15 371

Fluoranteno <0,15 653

Pireno <0,15 1863

Benz[a]antraceno <0,15 305

Criseno <0,15 142

Benzo[b]fluoranteno <0,15 <76

Benzo[k]fluoreteno <0,15 <76
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Benzo[a]pireno <0,15 <76

Indeno[1,2,3-cd]pireno <0,15 <76

Dibenzo[a,h]antraceno <0,15 <76

Benzo[ghi]preileno <0,15 <76

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Realizou-se um ensaio ecotoxicológico que buscou avaliar o efeito da exposição de

girinos de A. catesbeiana a diferentes concentrações de cinzas. Para tanto, cinco girinos

(comprimento total = 5 cm) foram colocados em aquários retangulares (25 cm de

comprimento, 20 cm de largura e 20 cm de profundidade, preenchidos com 5 litros de água

sem cloro), aclimatadas por 24 horas e após isso expostos a uma das cinco concentrações de

cinzas estudadas, durante todo o período do experimento os aquários foram aerados com o

auxílio de uma bomba de oxigênio submersa e pedras porosas. As concentrações escolhidas

foram: 0g/L, 2g/L, 4g/L, 6g/L e 8g/L definidas com base em Santos et al. (2023), (Figura 1).

O tempo de exposição foi de 96 horas, e cada tratamento foi replicado quatro vezes (n = 20).

As respostas observadas ao final do tempo de exposição foram a mortalidade (com cálculo do

LC50) e o comportamento de girinos (velocidade natatória e deslocamento total).
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Figura 1 - Esquema do delineamento experimental usado para testar a toxicidade de cinco diferentes

concentrações de cinzas na água (0 g/L, 2 g/L, 4 g/L, 6 g/L e 8 g/L) sobre girinos de Aquarana catesbeiana(n=5)

.

As cinzas não foram adicionadas diretamente nas unidades experimentais. Em vez

disso, quatro extratos aquosos foram preparados, para isso as cinzas foram armazenadas e

refrigeradas no Laboratório de Biodiversidade Aquática e posteriormente foram maceradas

com o uso de um pistilo e almofariz, após isso foram peneiradas com o auxílio de uma peneira

de cozinha e acondicionados em erlenmeyer envolto em papel alumínio para evitar o contato

com a luz UV, para o preparo do extrato aquoso, as cinzas já maceradas e peneiradas foram

acondicionados em galões de Polietileno (4 L) e agitados manualmente para melhorar a

solubilização das cinzas na água. Foi adicionado um litro do extrato aquoso a cada unidade

experimental, sorteada aleatoriamente, para obter quatro concentrações de cinzas. Cada galão

de polietileno recebeu uma das concentrações previamente determinadas para o experimento

(0g/L, 2g/L, 4g/L, 6g/L e 8g/L).

Ao final do tempo de exposição (96 h), cinco indivíduos sobreviventes de cada uma

das cinco concentrações de cinzas foram aleatoriamente selecionados das diferentes unidades

experimentais. Estes girinos foram então inseridos individualmente em aquários retangulares

(61,5 cm de comprimento, 33 cm de largura e 36cm de altura, preenchidos com 10 litros de

água desclorificada), onde foram alimentados com ração (Santos et al. 2022).E permaneceram

por 24h. Após esse período, realizamos a filmagem dos organismos por uma hora para avaliar

o impacto da exposição às cinzas sobre a mobilidade dos girinos. As filmagens foram

realizadas utilizando uma câmera (Webcam C920s PRO HD) posicionada acima dos aquários

(Figura 2). Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram autorizados pelo

Comitê de ética para uso em animais em experimentação (CEUA) da UFSC, sob o número:
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1639081122.

Figura 2 - Esquema da análise comportamental realizada para testar o efeito das cinzas sobre o deslocamento

total de girinos de Aquarana castebeiana e sua velocidade máxima de movimento.

3.5 PARÂMETROS FÍSICOS E QUÍMICOS DA ÁGUA

Para caracterizar as variáveis abióticas em cada um dos aquários no início do

experimento, utilizamos medidores portáteis para medir o pH, a condutividade, o oxigênio

dissolvido e a temperatura diretamente em cada unidade experimental, a 20 cm abaixo da

superfície da água.

O Potencial Hidrogeniônico da água no período do experimento foi uma média de

9.26 para o grupo controle e variou em média entre 8,2 e 8,07 durante as 24 horas de

experimento.

A temperatura da água no mesmo período teve uma média de 19,21ºC nas primeiras

24 horas e 20,36ºC em média após os três dias de exposição (tabela 4).

Quanto ao oxigênio dissolvido nas primeiras 24 horas foi encontrado 10,73 mg/L ao

final do experimento a quantidade de oxigênio dissolvido caiu drasticamente chegando a

6,39mg/L.
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3.6 OBTENÇÃO DE DADOS

3.6.1. DETERMINAÇÃO DO LC50

Após o período de 96 horas de exposição às cinzas, os girinos foram cuidadosamente

removidos das unidades experimentais, tendo o cuidado para que toda a movimentação dos

mesmos fosse feita sempre em baixa de água para evitar o estresse dos indivíduos, colocando

os mesmos em sacos plásticos com água na hora do deslocamento para os aquários e

aclimatando os mesmos antes de liberá-los no aquário. Para a determinação do LC50 foi

contabilizado o número de girinos sobreviventes em cada concentração de cinzas. Os

indivíduos que não sobreviveram foram armazenados em álcool e depositados na coleção

didática de Zoologia.

3.6.2. ANÁLISE COMPORTAMENTAL

A avaliação da mobilidade dos cinco girinos de A. catesbeiana de cada tratamento teve

início 24 horas após a exposição inicial. Essas avaliações nos permitiram calcular o

deslocamento total dos organismos, que representa a distância percorrida por cada indivíduo

ao longo de uma hora, bem como a velocidade máxima de nado, que corresponde à maior

velocidade alcançada pelos girinos durante esse período de uma hora de gravação.

No total, foram avaliadas 25 horas de gravações em vídeo, divididas em cinco sessões

de cada uma das concentrações e do controle. As filmagens foram avaliadas em ordem

aleatória para reduzir algum viés de confirmação relacionado à sequência de avaliação. Para

as avaliações foi utilizado o programa Kinovea, um programa de análise de movimento

esportivo (disponível em www.kinovea.org). No software, a trajetória total de A. catesbeiana

ao longo de todo o período de filmagem foi registrada e utilizada para coletar os valores de

distância total percorrida (em centímetros) e velocidade máxima de nado (m/s) (Figura 2).

3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS DOS DADOS

Para obter a concentração capaz de provocar mortalidade de 50% da população de A.

catesbeiana expostas a cinzas (LC50) construímos um modelo linear generalizado (GLM)

com distribuição “binomial” e função de ligação “Probit”. Os valores de mortalidade de

indivíduos serviram como variável resposta enquanto cada concentração de cinzas utilizada

como variável preditora no modelo.

Para investigar se o deslocamento total dos girinos de A. catesbeiana e a velocidade

máxima de nado foram afetados pela exposição dos girinos às cinzas, realizamos análises de
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variância de um fator (ANOVA one-way). Nestas análises (uma para cada comportamento)

utilizamos como variáveis preditoras a concentração de cinzas (variável categórica com cinco

níveis: 0g, 2g, 4g, 6g e 8g de cinzas por litro de água), e como variáveis respostas a

velocidade máxima de nado e deslocamento total. As análises foram feitas utilizando o

software de análise estatística R utilizando os pacotes: ggpubr (R Core team, 2023).

4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DAS CINZAS SOBRE A SOBREVIVÊNCIA

Os valores de sobrevivência de A. catesbeiana não diferiram significativamente entre

as concentrações de cinzas (Z= 0,142; gl=19; P=0,887; Figura 3). A concentração letal de

cinzas para 50% da população de girinos (LC50) foi estimada em 15,92 g/L.

Figura 3 - Sobrevivência de indivíduos de A. catesbeiana (eixo Y) após exposição de 96 horas às diferentes

concentrações de cinzas (eixo X). Linha sólida preta representa o melhor ajuste de modelo para os dados

utilizando a curva “Probit”. Linha tracejada indica o limiar de 50% de sobrevivência dos girinos. Zona cinza

representa o intervalo de confiança (95%). Círculos indicam a resposta encontrada para cada unidade

experimental.
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4.2 EFEITO DAS CINZAS SOBRE O COMPORTAMENTO

A mobilidade dos girinos de A. catesbeiana não foi significativamente afetada pela

exposição às cinzas, já que tanto o deslocamento total quanto a velocidade máxima de nado

não variaram entre as diferentes concentrações de cinzas. Em média, o deslocamento dos

indivíduos do grupo controle foi menor (3288,64 ± 1975,73 cm, média ± desvio padrão) que

todos as demais concentrações de cinzas (2g = 6639,87 ± 2967,59 cm, 4g =5099,66 ±

2931,63 cm, 6g = 5099,66 ± 1685,12 cm, 8g = 4162,94 ± 1904,42 cm). Entretanto, dentro de

cada tratamento houve muita variação de resultados (Figura 3).

Tabela 3 – Resultados das Análises de Variância (ANOVAs) testando o efeito da

exposição às cinzas sobre o deslocamento total e a velocidade máxima de nado de girinos de

Aquarana catesbeiana.

Variável resposta: Deslocamento total Variável resposta: Velocidade máxima

Graus de

liberdade

Média dos

quadrados

F P Graus de

liberdade

Média dos

quadrados

F P

Concentração 4 7755949 1,396 0,271 Concentração 4 0,3277 0,632 0,646

Resíduo 20 5554215 Resíduo 20 0,5189
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Figura 4 - Distância total (DT, em cm) percorrida por girinos de A. catesbeiana (eixo y) após

exposição (96 h) a diferentes concentrações de cinzas (eixo x), em um total de uma hora de gravação.
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Em média, a velocidade máxima de nado dos girinos ( não diferiu significativamente

entre as concentrações de cinzas (0g=0,24 ± 0,11 m/s; 2g=0,23 ± 0,32 m/s, 4g=0,28 ± 0,24 /s,

g=0,64 ± 0,19 m/s, 8g= 0,78 ± 1,5 m/s; , média ± desvio padrão; (Figura 5).

Figura 5 - Velocidade máxima (VM, em cm) atingida por girinos A. catesbeiana (eixo y) após

exposição de 96 h a diferentes concentrações de cinzas (eixo x), em um total de uma hora de gravação.

5. DISCUSSÃO

Durante o experimento, não houve variação significativa nas respostas

comportamentais dos girinos, indicando que sua capacidade de deslocamento permaneceu

praticamente inalterada mesmo após a exposição às cinzas nos corpos d'água. Esse padrão

sugere uma resistência da espécie às cinzas, o que poderia contribuir para a persistência da

A.catesbeiana em ambientes afetados por incêndios. Essa resistência não apenas implica na

tolerância aos poluentes presentes, mas também sugere que a espécie poderia efetivamente

ocupar uma variedade de nichos ecológicos previamente ocupados por espécies nativas. Esse

fenômeno reforça a consideração da A.catesbeiana como um potencial problema em termos

de invasões biológicas, uma vez que as características avaliadas foram pouco afetadas pela

presença do poluente, mas também pode suplantar e substituir espécies autóctones em

diferentes ecossistemas (Borges et al., 2002; Lowe et al., Ota, 2002).
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Estudos realizados com peixes e cinzas de outras origens reportaram valores de LC50

menores do que 2g/L (p. ex., Gonino et al., 2019). Além disso, usando cinzas oriundas da

queima da vegetação de campos de altitude (mesma origem das cinzas aqui estudadas),

Miguel (2023) encontrou um valor de CE50 (equivalente ao LC50) de 7,98 g/L para uma

espécie de crustáceo (Daphnia magna), o qual é importante recurso alimentar para girinos e

peixes destes ambientes. Um valor de LC50 para girinos de rã-touro maior que 15g/L, sugere

uma grande resistência dessa espécie quando exposta à poluentes na água. Esta maior

resistência à contaminação, realça o enorme potencial de invasão de A. catesbeiana. Dessa

forma, eventos de fogo e a consequente contaminação da água por cinzas podem facilitar a

introdução de espécies exóticas invasoras (Gonino et al., 2019), por reduzir a diversidade de

espécies, mais sensíveis à contaminação (Elton et al., 1958; Kiesecker et al., 1998), reduzindo

a competição e facilitando o estabelecimento da invasora A. catesbeiana.

As características comportamentais dos animais são reconhecidas como respostas que

variam entre os indivíduos de uma mesma população. Alguns indivíduos mostram maior

tolerância e menor variação comportamental, enquanto outros são relativamente menos

tolerantes e exibem mudanças mais significativas em seu comportamento (Sih, 2013;

Polverino et al., 2021). A ausência de alterações comportamentais após exposição às cinzas

sugere que os girinos mantêm uma capacidade de deslocamento semelhante, independente da

concentração de cinzas na água. A contaminação da água afeta grande parte da

biodiversidade, levando a alteração no comportamento desses animais (Hansen & Roslev,

2016; Ren et al., 2017; David et al., 2012; Gonino et al., 2019), tornando-os mais suscetíveis

à predação. A manutenção da mobilidade dos girinos, mesmo expostos às cinzas, destaca a

notável resistência de A. catesbeiana. Vasconcelos (2016) mostrou que a A. catesbeiana tem

uma resistência maior que outros organismos a pesticidas precisando de uma dose maior do

mesmo para ter efeitos comportamentais, porém ressalta a importancia de mais pesquisas

serem feitas, ja que existe uma grande lacuna de conhecimento quando se trata de

ecotoxicologia e seu efeito em anuro.Essa resistência pode representar uma vantagem

adaptativa, especialmente em ambientes sujeitos a incêndios, principalmente pelo fato que a

presença dessa espécie altera diretamente na predação e competição por alimento.

Aquarana catesbeiana está entre as cem espécies invasoras mais problemáticas do

mundo (Cunha & Delariva, 2009). Caso estudos futuros avaliem a toxicidade de cinzas em

espécies nativas de girinos e reportarem que concentrações mais baixas de cinzas têm o

potencial de reduzir a sobrevivência, a velocidade e a capacidade natatória dessas espécies,

isso poderia ter implicações significativas. Com a previsão de aumento na frequência de
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incêndios devido às mudanças climáticas globais (Jones et al., 2022; Burton et al., 2023) e

consequentemente, de ambientes aquáticos contaminados por cinzas, pode haver um cenário

em que espécies sensíveis sejam localmente extintas, e espécies invasoras tolerantes, tais

como A. catesbeiana, se beneficiem. Isso poderia resultar na expansão de sua área de

distribuição em detrimento da biodiversidade nativa, devido à ocorrência mais frequente de

incêndios.

A ausência de diferença na sobrevivência de girinos entre as concentrações de

cinzas pode estar relacionada à alta mortalidade observada no grupo controle (sem adição

de cinzas). Uma possível explicação para essa mortalidade alta é que os indivíduos

expostos às cinzas possam tê-las ingerido como alimento, ao passo que os indivíduos no

grupo de controle não foram alimentados durante a exposição aguda. A não-adição de

alimentos durante o experimento foi um protocolo adotado para padronizar o estado

alimentar dos organismos, uma vez que, com a presença das cinzas, os girinos poderiam ter

uma capacidade reduzida de localizar o alimento oferecido nas diferentes unidades

experimentais. Uma evidência que respalda essa hipótese é a detecção de cinzas nos

estômagos dos indivíduos expostos às cinzas, sugerindo que esse poluente composto de

matéria orgânica tenha sido ingerido e utilizado como fonte alimento (vídeo disponível em:

https://youtube.com/shorts/pX7NEIudTNs?feature=share). Outros experimentos já

evidenciaram a alimentação de anfíbios por toxinas como em Moura et al 2023, que

demonstrou que a ingestão de toxinas pode afetar o comportamento mesmo de espécies

antropofílicas como a Scinax longilineus.

6. CONCLUSÃO

Este estudo revelou que A. catesbeiana é tolerante à contaminação de água por cinzas,

uma vez que a sobrevivência, o deslocamento e a velocidade natatória são pouco (ou não são)

impactados. Isso levanta preocupações crescentes, já que a notável resistência desses girinos a

poluentes representa um indicador claro desse problema. As cinzas, que ainda são pouco

estudadas como agentes tóxicos, podem representar uma ameaça a maior parte da

biodiversidade local. Portanto, é crucial realizar pesquisas adicionais, especialmente no que

diz respeito aos efeitos das cinzas na fisiologia desses animais. Enfatizamos ainda a

importância de conduzir estudos utilizando espécies nativas de anuros para avaliar se existem

diferenças comportamentais, isso nos permitirá comparar os dados aqui encontrados com os

de espécies nativas, revelando o potencial de invasão de A. catesbeiana.
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