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Resumo: InformacGes sobre idade, longevidade e crescimento de espécies ameacadas
sdo valiosas para o conhecimento da histéria de vida e planejamento de a¢des voltadas
para sua conservacdo. A aplicacdo da osteocronologia permite acessar essas
informacdes de forma rapida, por meio da observacdo de marcas anualmente
depositadas nos 0ssos, devido a sazonalidade do crescimento. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi estimar estes parametros para Melanophryniscus admirabilis, espécie
microendémica e Criticamente Ameacada de Extincdo. Para acessar as idade e
crescimento, foram analisados 46 individuos (42 previamente coletados e 4 coletados
para este estudo) da Unica populacdo conhecida para a espécie, no extremo sul da Mata
Atlantica, estado do Rio Grande do Sul. Foram analisados individuos de recém-
metamorfoseados a adultos com tamanhos variando de 3,64 a 40,97 mm (Comprimento
rostro-cloacal, CRC). As idades dos espécimes jovens e adultos foram estimadas entre 0
e 7 anos. A idade dos jovens variou de 0 a 2 anos (0,5 £ 0,76; n = 8), a dos machos de 2
a 6 anos (3,95 £ 0,95; n = 22) e a das fémeas de 4 a 7 anos (5,4 £ 0,84; n = 10). A
longevidade encontrada foi de 7 anos para as fémeas e 6 anos para 0s machos. O CRC
demonstrou ter uma forte relagdo com o perimetro externo do fémur (r* = 0,968). As
taxas de crescimento idades-especifica foram estimadas pelo célculo retroativo dos
CRCs a partir dos perimetros de deposicdo das LAGs (Lines of Arrested Grouwth). A
taxa de crescimento relativo, durante o primeiro ano de vida, foi muito expressiva,
representando um aumento no tamanho corporal de quase 200%, decaindo nos anos
subsequentes, até atingir 4% no ultimo ano. Além disso, sugerimos que o padrdo
sazonal de deposicdo das LAGs, para esta espécie, € sincronizado com o seu periodo
reprodutivo. Sendo assim, este estudo contribui para o conhecimento da histéria de vida
de M. admirabilis, a ser considerado na proposi¢do de agOes para sua conservagéo,
servindo também de exemplo para a aplicacdo da osteocronologia em outras espécies
Neotropicais.

Palavras-chave: estrutura etéria, longevidade, crescimento, sazonalidade, conservacéo.


mailto:julianeheyde@gmail.com

INTRODUCAO

Estudos que avaliam parametros demograficos como idade, longevidade e taxa
de crescimento, sdo fundamentais para a compreensdo da historia de vida e da dinamica
populacional, podendo contribuir para 0 monitoramento de espécies ameacgadas e para a
elaboracdo de estratégias de conservagdo que se adequem a realidade destas (Guarino &
Erismis 2008; Yetman et al. 2012, Abadie 2015). A anélise de marcas de crescimento
depositadas em tecidos rigidos e associadas a eventos ciclicos no tempo permite estimar
a idade dos individuos (Castanet & Smirina 1990), sendo a principal alternativa as
técnicas de observacdo direta da idade como a marcacao e recaptura. Esta, apesar de ser
confidvel, demanda um longo periodo de coleta de dados, pois sua precisdo depende do
acompanhamento dos individuos desde os estagios iniciais de vida (Halliday & Verrell
1988).

A osteocronologia tem sido utilizada como forma de acessar a idade e avaliar o
crescimento em peixes (Pawson 1990), répteis (Snover et al. 2007; Lenz et al. 2016;
Zug & Rand 1987), anfibios (Sinsch 2015) e mamiferos atuais (Castanet et al. 2004),
bem como em registro fossil (Horner et al. 1999). Este é o Gnico metodo, além da
marcacdo e recaptura, considerado confiavel para a determinacdo da idade em anfibios e
répteis (Halliday & Verrell 1988) tornando-se um procedimento padrdo para estimar
idades dos anfibios (Castanet 2002). O método baseia-se ha contagem de marcas de
crescimento radial nos 0ssos longos, formadas pela aposi¢cdo concéntrica de tecido
6sseo, de modo que a camada mais externa € a Ultima a ser depositada. Os ciclos de
aposicdo sdo sincronizados com ciclos sazonais abioticos e refletem os periodos de
atividade metabdlica dos organismos, de forma que camadas densas de ostedcitos
depositam-se nos periodos de baixo metabolismo, formando Linhas de Suspensdo do
Crescimento (em inglés: LAGs- Lines of Arrested Growth) que séo intercaladas por
periodos de atividade metabdlica intensa, quando ha rapida deposicdo de matriz 6ssea
(Smirina et al. 1994; Rozenblut & Ogielska 2005). A periodicidade anual da deposicdo
em anfibios foi verificada tanto por meio de marcacdo e recaptura, quanto
experimentalmente, como revisado por Sinsch (2015), sendo que a maioria dos estudos
confirmam a deposi¢do de uma LAG por ano. A analise das LAGs em falanges, como
alternativa ao uso de 0ssos longos, tem sido utilizada como meio de acesso as mesmas

informacdes, sem a necessidade de morte dos individuos (Smirina 1972).



O género Melanophryniscus (Gallardo 1961) compreende 29 espécies de
sapinhos-de-barriga-vermelha (Frost 2015) restritas a América do Sul, sendo que uma
grande porcentagem delas encontra-se sob algum grau de ameaga ou apresenta
distribuicdo geogréafica restrita (Zank et al. 2014). Apesar disso, somente existem dados
de estrutura etdria para a espécie Melanophryniscus moreirae (Jeckel et al. 2015).
Melanophryniscus admirabilis (Di-Bernardo, Maneyro & Grillo, 2006) é uma espécie
de distribuicdo altamente restrita, endémica de apenas uma localidade no extremo sul da
Mata Atlantica, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. A espécie foi avaliada como
Criticamente Em Perigo (CR) (Decreto Estadual N° 51.797 de 8 de Setembro de 2014;
ICMBIo, 2014; IUCN SSC Amphibian Specialist Group 2013) devido a sua distribuicéo
restrita aliada a uma série de fatores que vém ameacando a sua sobrevivéncia, como a
supressdo da vegetacdo nativa por meio da monocultura de fumo, soja e eucalipto, o
potencial para biopirataria e o forte indicio de escoamento dos residuos de agrotoxicos
utilizados na plantacdo do fumo nas margens do rio Forqueta, onde a espécie se
reproduz (Abadie 2015). Além disso, sua area de ocorréncia € extremamente vulneravel
por ter um grande potencial hidrelétrico e turistico (Fonte et al. 2014). Por isso, essa
espécie consta como uma das prioridades para a conservacao da herpetofauna no sul do
Brasil (Brasil, 2012. Portaria n® 25, de 17 de fevereiro de 2012).

Além de esclarecer aspectos da historia de vida de uma espécie, informacoes
como a idade, a longevidade e o crescimento dos individuos podem ser ferramentas
muito Uteis para a avaliacdo da qualidade dos habitats e das ameacas ambientais a que
estdo sujeitos (Sinsch et al. 2007). A contaminacdo do rio pelo escoamento dos
agrotoxicos é uma importante ameaca a Melanophryniscus admirabilis, visto que o
tegumento dos anfibios é extremamente sensivel a exposicao de quimicos, ja que a sua
respiracdo se da por essa via e seu desenvolvimento é associados a corpos d’agua.
Conhecer a longevidade dos organismos e, portanto, por quanto tempo ele pode estar
exposto a esta e outras ameagas ambientais, auxilia no planejamento de acdes de
conservacdo mais efetivas, voltadas as particularidades da espécie. A longevidade
também é um importante parametro para a compreensdo das ameagas impostas por
efeitos estocasticos ambientais em populagdes restritas (Smith 2006). Tendo em vista a
importancia e urgéncia em se obter informacg6es a respeito da ecologia e historia natural
de M. admirabilis, um dos anuros mais ameacados de extingdo no Brasil, 0 objetivo

deste estudo foi estimar por meio da osteocronologia a idade, a estrutura etaria e a



longevidade desta espécie, bem como a relagdo entre crescimento somatico e 4sseo,
visando estimar as taxas de crescimento idade-especificas. Objetivando aperfeicoar as
técnicas de estudo de osteocronologia com espécies ameacadas, também buscamos
averiguar a possibilidade do uso das falanges como alternativa néo letal, uma vez que o
uso destas foi considerado ndo adequado ao estudo de Melanophryniscus moreirae
(Jeckel et al. 2015).

METODOS
Amostragem

Considerando o grau de ameaca da Unica populacdo de Melanophryniscus
admirabilis conhecida, optamos por minimizar os impactos a esta utilizando uma
amostra reduzida e previamente disponivel. Um total de 46 individuos de
Melanophryniscus admirabilis coletados no Perau de Janeiro, Municipio de
Arvorezinha, Rio Grande do Sul (52°18°°W, 28°51°S) foram submetidos a anélise (22
machos, com CRC variando de 32,72 a 37,75 mm; 10 fémeas, com CRC variando de
35,29 a 40,97 mm; oito jovens com CRC variando de 8,23 a 26,09 mm e seis recém-
metamorfoseados com CRC variando de 3,64 a 5,70 mm). Dentre estes, 42 espécimes ja
haviam sido coletados para projetos desenvolvidos anteriormente (licenca
ICMBio/MMA 35295-1) e outros quatro espécimes jovens foram coletados na mesma
localidade para a realizacdo deste estudo sob a mesma licenca. Todos 0s exemplares
foram tombados na Colecdo de Anfibios e Répteis do Departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

O sexo dos individuos foi determinado no momento da coleta, por meio do
exame de caracteres secundarios externos como a presenca de excrescéncia sexual e a
emissdo do canto de soltura nos machos. A auséncia destes caracteres, bem como a
evidéncia externa da presencga de 6vulos, foram critérios para determinar os espécimes
como fémeas (Abadie 2015). Ja os jovens foram determinados pela auséncia desses
caracteres, menor tamanho corporal e coloracdo do padrdo vermelho ventral menos
conspicua (Abadie, M. dados nédo publicados), quando comparado aos individuos
adultos. Tendo em vista a dificuldade em examinar as gbnadas dos individuos,

consideramos adultos somente aqueles em que ja era claro o desenvolvimento sexual. O



comprimento rostro-cloacal (CRC) foi medido com o auxilio de um paquimetro de
precisdo 0,02 mm. Para a determinagéo das idades e das taxas de crescimento, o fémur
esquerdo de cada espécime foi retirado e o seu comprimento foi medido para
determinacdo do comprimento da diafise (35% do comprimento central do fémur),
correspondendo a faixa confiavel para a observacdo das LAGs (Rozenblut & Ogielska
2005). A segunda falange do quarto dedo desse mesmo membro foi retirada para
comparacdo com os fémures (adaptado de McCreary et al. 2008).

Osteocronologia

Os ossos foram descalcificados em solucdo de acido cloridrico (HCI) 4% durante
24 — 120 horas (dependendo do tamanho), desidratados em solucdes de crescente
graduacdo alcodlica (de 70 a 95%), e infiltrados e incluidos em resina glicolmetacrilato.
Foram obtidas secc@es transversais da por¢do mais central da diafise, com espessura de
3um, com um micrétomo rotativo e utilizadas duas coloragdes de rotina, Hematoxilina-
Eosina (HE) e Azul de Toluidina, para fins de comparagdo entre as técnicas. Para a
melhor visualizacdo e contagem de LAGs, as sec¢des foram fotografadas com o auxilio
de um microscopio com camera acoplada (Nikon AZ 100m) e do software NIS-
Elements AR. Foram selecionadas as sec¢Oes mais centrais da diafise dos fémures e
realizadas medicGes na seccdo com menor cavidade medular (maior proporcdo de
periésteo em relacdo ao enddsteo) com o auxilio do software Image J 1.47v. Foram
mensurados os perimetros da cavidade medular (CM), da linha de reabsorcdo (LR), das
linhas de suspensao do crescimento (LAGS) e o perimetro externo (PE) (Fig. 1.A). A
interpretacdo da morfologia dssea foi feita segundo Guarino et al. (2003), Rozenblut
and Ogielska (2005) e Jeckel et al. (2015). Quando havia reabsorcéo parcial de alguma
LAG ou quando a mais externa se tornava parcialmente indistinguivel da LAG mais
préxima ou da borda externa, a medida era obtida selecionando-se o segmento visivel
desta e continuando no segmento do perimetro adjacente (p.ex. se 0 segmento da
primeira LAG acabava nos limites da LR, o perimetro da mesma era utilizado para

concluir a circunferéncia). O perimetro externo ndo foi considerado como uma LAG.
Estimativa de Idade

A reabsorcdo do endosteo deve ser considerada para estimar corretamente as
idades por meio da osteocronologia, pois pode ocasionar a perda do registro dos

primeiros anos de vida dos individuos e, consequentemente, a subestimativa das idades
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(Castanet et al. 1993). E necessario, portanto, a analise osteométrica para identificar se
houve perda por reabsorcdo (Hemelaar 1985). A estimativa de reabsor¢do foi
modificada de Guarino et al. (2003), comparando-se o perimetro da LR de cada
individuo adulto com o perimetro médio das cinco menores LAGs observadas nos
adultos. Se o perimetro da LR do individuo excedia o perimetro médio das menores
LAGs acrescido de um desvio padrdo (DP), uma LAG (estimada) era acrescentada ao
nimero de LAGs observadas neste individuo. A partir desta correcdo, 0 mesmo
procedimento foi realizado com as LAGs correspondentes ao proximo ano, até o ponto
em que as linhas de reabsorcdo ndo excedessem mais o perimetro médio mais um DP.
Dois individuos jovens ndo apresentaram indicios de reabsorcdo (auséncia de LR e
endosteo), indicando que suas LAGs eram representativas do primeiro ano de vida.
Como eram apenas dois, ndo foi possivel utilizar o mesmo método para estimar a
rebsorcao das primeiras LAGs. Sendo assim, optamos por somar uma LAG ao total de
LAGs estimadas pelo método descrito acima, em todos individuos que apresentaram
indicios de reabsorcao (presenca de LR e enddsteo) considerando assim, que essa fora
reabsorvida nestes. Para verificar a existéncia de dimorfismo sexual nas idades, nds
ajustamos um modelo linear generalizado da familia Poisson, com um nivel de

significancia de 0,05.
Taxa de crescimento

O calculo da taxa de crescimento foi realizado a partir do retrocéalculo dos CRCs
de cada individuo, por meio do qual, foram inferidos os tamanhos corporais
apresentados pelos espécimes no momento da deposi¢do de cada LAG (Leclair Jr. &
Castanet 1987; Snover et al. 2007). A estimativa do CRC, a partir dos perimetros das
LAGs, foi feita com base na equacdo da regressao linear determinada para esta relacdo
(Equacdo 1), de forma que para cada perimetro de LAG (n= 99) foi estimado o
respectivo CRC.

CRC = (14,966*P_ a) - 3,2788
Equacdo 1, onde: CRC= Comprimento rostro-cloacal; P_ac= Perimetro da LAG.

Uma vez estimados os valores de CRC de cada individuo, para cada LAG, as
taxas de crescimento anual foram calculadas pela diferenca entre os CRCs adjacentes
(EX.: CRC 3 a0 — CRC 2 an0). A media dos CRCs (observados) dos recém-
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metamorfoseados foi utilizada para se obter a taxa de crescimento do primeiro ano de
vida (CRC 10 5no — CRC gu). Para a obtencdo de uma taxa de crescimento relativo,
corrigida pelo tamanho geral dos individuos, comparamos a taxa de crescimento médio
bruto com o tamanho médio da menor categoria de idade para cada intervalo (Taxa de
Crescimento Relativa = Taxa de Crescimento Médio At 1-2 / Tamanho Médio t1 x 100).
Para verificar se as taxas de crescimento idade-especifica diferiam entre 0s sexos,

realizamos um teste-t, com um nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS
Andlise histologica

A partir da comparacao entre as técnicas de coloracdo, o Azul de Toluidina foi o
corante estabelecido para a analise dos fémures e falanges, visto que este permitiu a

visualizacdo das LAGs e das linhas de reabsorcdo de forma muito mais nitida (Fig. 2).

Através do exame dos fémures, identificamos que os individuos recém-
metamorfoseados (n=6) apresentaram apenas uma fina camada de cartilagem em torno
da cavidade medular (Fig. 1.B), ja os jovens (n=8), uma camada mais densa de
periésteo em torno da cavidade (Fig.1.C). Trés individuos jovens apresentaram uma
linha de suspensdo do crescimento (LAG) na regido do peridsteo, sendo que somente
um deles ja apresentava a presenca de uma linha de reabsorcdo (LR) delimitando uma
fina camada de enddsteo. Os dois jovens que apresentavam somente uma LAG e nédo
possuiam evidéncia de reabsorcdo, foram considerados com um ano de vida. O outro
jovem, por apresentar indicios de reabsorcdo da primeira LAG, foi considerado com
dois anos. Quanto aos individuos adultos (n= 32; sendo 10 fémeas e 22 machos), foi
possivel distinguir a presenca de uma densa camada de periosteo, na qual foi possivel
observar de uma até quatro LAGs fortemente coradas e uma camada mais delgada de
enddsteo, mais interna e delimitada externamente pela linha de reabsor¢do. Todos
individuos adultos apresentaram algum grau de remodelamento do endésteo, podendo
haver algum grau de redeposicdo 0ssea, evidenciada pelo padrdo de linhas concéntricas
nesta regido (Fig. 1.D). Também foi possivel observar a presenca de LAGs duplas em

14,3% dos individuos que apresentam LAGs e estas foram consideradas como um ano
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de vida. Um esquema geral dos resultados observados para os fémures, a partir das

medicgdes, pode ser observado na Fig. 3.

Em comparacdo aos fémures, as falanges apresentaram, em geral, uma cavidade
medular menor, o end6steo mais espesso e 0 peridsteo mais compacto, o que dificultou
a distincdo e a contagem das LAGs devido a proximidade entre essas. Assim, o fémur
foi considerado a estrutura mais adequada para analise das linhas de crescimento. Em
alguns individuos, no limite entre o enddsteo e o peridsteo foi possivel diferenciar uma
fina camada de tecido condréide (Linha de Kastschenko) referida por Rozenblut &
Ogielska (2005) (Fig. 4). Este limite, nos fémures, é dado pela linha de reabsorcdo. O
numero de LAGs observada nas falanges foi significativamente correlacionado com o
observado nos fémures (r = 0,449; P = 0,012; n = 31) ainda que fracamente. Do total,
41,94% dos individuos apresentou 0 mesmo numero de LAGs no fémur e nas falanges,
sendo que em 38,71% dos individuos o numero de LAGs foi maior e em apenas 19,35%

foi menor nas falanges.
Estimativa de idade

O numero de LAGs observadas nos fémures variou de 0 a 4. Os individuos
jovens variaram de 0 a 2 anos, 0s machos de 2 a 6 e as fémeas de 4 a 7 anos (Tab. 1,
Fig. 5). O perimetro das LAGs variou entre as idades (Fig. 6). Os sexos ndo diferiram
significativamente quanto as idades (p-valor = 0,072), apesar da média e da mediana da

idade das fémeas terem sido maiores do que as de machos (Tab. 1).
Retrocélculo do Tamanho e Taxas de Crescimento

O CRC mostrou uma forte correlacdo com o perimetro externo do fémur (r =
0,88; p-valor < 0,0001; n = 46; Fig. 7). Uma equacdo de regressao linear com alto
Coeficiente de Determinacdo (r* = 0,968) foi obtida permitindo o retrocalculo do
tamanho (CRC) dos individuos para cada LAG observada. A estimativa dos CRCs a

partir do retrocalculo permitiu a obtencéo de 64 intervalos anuais de tamanho.

As taxas de crescimento anuais foram agrupadas por idades e apresentadas como
médias = DP (Tab. 2). A média geral das taxas de crescimento foi de 7,03 + 4,45 mm
por ano, sendo que a maior taxa bruta de crescimento idade-especifica se da entre o

segundo e o terceiro ano, € a menor entre 0 sexto e o sétimo ano. Contudo, a correcdo da
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taxa bruta pelo tamanho corporal meédio da categoria idade-especifica permite
identificar um padrdo de decréscimo continuo das taxas de crescimento. No primeiro
ano, a taxa média corresponde a cerca de 200% de acréscimo no tamanho corporal,
decaindo rapido para 47,5% no intervalo de 2 a 3 anos. Nos demais intervalos, a taxa
decresce, chegando a 4% no ultimo ano de vida. Nao foi possivel calcular a taxa de
crescimento entre o primeiro e segundo ano, pois nenhum individuo apresentou as duas
primeiras LAGs. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre as taxas de
crescimento idade-especifica entre machos e fémeas (A 2-3: p-valor = 0,4324; A 3-4: p-
valor = 0,1566; A4-5: p-valor = 0,8237).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que ha deposicéo ciclica de
LAGs nos fémures e nas falanges de Melanophryniscus admirabilis e que a técnica de
osteocronologia é uma ferramenta Util para fornecer estimativas de idade para esta
espécie, bem como das taxas de crescimento idade-especifica, usando dados de
retrocélculo do tamanho corporal para inferéncia do historico individual de crescimento.
A dificuldade em encontrar os individuos na natureza fora de eventos reprodutivos € a
principal barreira para realizacdo de estudos que avaliem pardmetros demogréficos de
M. admirabilis (Abadie 2015). Mesmo durante estes eventos, quando hd um grande
namero de individuos no sitio reprodutivo, a presenca dos imaturos (jovens) € rara e a
lacuna na amostragem de espécimes na faixa de 1 ano de idade neste estudo é um
reflexo desta realidade. A maior parte da amostra aqui analisada representa individuos
adultos obtidos durante eventos reprodutivos. Entretanto, a opgdo pela utilizagdo dos
espécimes de cole¢do cientifica para as analises se deu com o intuito de minimizar o
impacto gerado pela coleta excessiva de individuos, principalmente por se tratar de uma
especie avaliada como apresentando alto grau de ameaca de extin¢do. A possibilidade
de se trabalhar com espécimes provenientes de colegdes cientificas, também nos
permitiu averiguar a viabilidade de se utilizar falanges para aplicacdo da técnica de
andlise histologica visando resultados de osteocronologia em comparagdo aos resultados
observados para fémures, uma vez que em um estudo anterior afirmaram ocorrer a
subestimacdo de idades atraves da analise de falanges em comparacdo a andlise de
fémures para a espécie Melanophryniscus moreirae (Jeckel et al. 2015). No presente
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estudo, foi encontrada uma correlacdo fraca, porém significativa entre 0 numero de
LAGs observadas nos fémures e nas falanges, indicando que a estimativa de idade a
partir destas ultimas pode ser considerada uma alternativa vidvel em estudos de
osteocronologia. Entretanto, as diferencas observadas indicam um padréo de deposi¢édo
e reabsorcdo proprio em falanges. Séo, portanto, necessarias analises osteométricas
especificas para estimar as perdas por reabsorcdo e as idades, a fim de se validar o uso
das falanges para aplicacdo da técnica aqui discutida nesta espécie.

Tem sido demonstrado para anuros que a maior parte da variagdo no tamanho
de machos e fémeas pode ser explicada em termos das diferencas na estrutura etaria
entre 0s sexos (Monnet & Cherry 2002). Sabe-se que M. admirabilis apresenta
dimorfismo sexual quanto ao tamanho corporal (Abadie, M. dados ndo publicados) e é
esperado, portanto, que essa diferenca seja um reflexo da variagdo de idades existente
na populacdo. Contudo, nossos dados indicaram que ndo ha diferenca de idade entre os
sexos, ainda que as fémeas apresentem maiores valores de tendéncia central e o valor de
p tenha sido limitrofe. O fato de ndo termos encontrado uma diferenca significativa na
analise do dimorfismo deve-se, provavelmente, ao baixo numero de individuos
analisados, principalmente de fémeas. E importante considerar também que, pelo fato de
ndo conseguirmos distinguir o sexo dos individuos jovens, existe a chance de alguns
desses serem fémeas adultas que ainda ndo apresentam evidencias externas de
maturidade. Portanto, a falta de significancia pode ser um artefato do pequeno tamanho
amostral (n = 10 fémeas; n= 22 machos), mas em principio devemos considerar a

possibilidade de as diferencas de tamanho ndo serem um reflexo da estrutura etéria.

A sobreposicdo de idades identificada entre um individuo jovem e dois machos
adultos de 2 anos corrobora o padrdo descrito para Melanophryniscus moreirae, para o
qual se verificou a sobreposi¢do nas idades de fémeas jovens e adultas de tamanhos
muito distintos (Jeckel et al. 2015). Os autores sugerem que a maturidade sexual das
fémeas é determinada, portanto, pelo tamanho e ndo pela idade. Nas analises aqui
realizadas, o individuo jovem (sexo indeterminado, pela auséncia de caracteres
secundarios) apresentou tamanho corporal muito menor que os dois machos adultos e
também menor que a média estabelecida para adultos machos, indicando que a
maturidade sexual de machos em M. admirabilis, também pode ser determinada pelo

tamanho corporal e ndo pela idade.
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A longevidade encontrada para M. admirabilis (6 anos para machos e 7 anos
para fémeas) foi semelhante ao encontrado por Jeckel et al. (2015), que estimou a
longevidade de M. moreirae em 6 anos, para machos e fémeas. Além disso, esta dentro
do esperado para esta espécie, visto que dados de marcacdo e recaptura realizados por
meio de fotoidentificacdo mostram que individuos foram recapturados depois de quatro
a seis anos da primeira captura, quando ja eram adultos (Abadie 2015; Abadie, M.
Dados ndo publicados), evidenciando que a vida reprodutiva destes individuos pode

chegar a seis anos e sua longevidade, consequentemente, é ainda maior.

Sabe-se que o crescimento dos anfibios se d& de forma rapida nos juvenis,
desacelera a medida que atingem a maturidade sexual, e tende entéo a estabilizar, pois
0s recursos sdo realocados para reproducdo (Halliday & Verrell 1988). A partir das
taxas de crescimento encontradas para M. admirabilis, podemos inferir que a taxa
relativa de crescimento inicial, de recém metamorfoseados ao primeiro ano, é muito
alta, decaindo rapidamente até atingir um platé onde a taxa diminui muito lentamente
(Tab. 2). Esta baixa taxa de crescimento observada nos ultimos anos de vida, acarreta na
proximidade de deposicdo das LAGs nestes anos e esse € outro fator que pode ocasionar
a subestimativa da longevidade dos individuos mais velhos, pois a distin¢cdo das suas
LAGs mais periféricas é dificultada (Castanet & Smirina, 1990).

Em uma escala temporal menor, o crescimento pode sofrer variagdes, ocorrendo
de forma mais lenta ou rapida, dependendo da disponibilidade dos alimentos, podendo
inclusive cessar durante alguns meses em espécies sujeitas a sazonalidade (Vitt &
Caldwell 2013), sendo que a deposicdo das LAGs segue um ritmo circanual que €
sincronizado com ciclos sazonais ambientais (Castanet et al. 1993). O que se sabe sobre
a biologia e ecologia populacional de M. admirabilis, se deve a um longo trabalho de
monitoramento da espécie, que se faz necessario diante das inimeras ameacas a sua
sobrevivéncia (Fonte et al. 2014; Abadie 2015). Sabe-se que a estacdo reprodutiva da
espécie ocorre de julho a dezembro, dentro da qual ocorrem eventos de explosdo
reprodutiva de curta duracdo (Abadie 2015). Este padréo reprodutivo é semelhante ao
descrito para Melanophryniscus rubriventris (Vaira 2005), espécie também pertencente
ao grupo M. stelzneri e proximamente relacionada a M. admirabilis (Baldo et al. 2014).
Acreditamos que o padrdo sazonal de deposicdo das LAGs para esta espécie esteja
relacionado a sua sazonalidade reprodutiva, uma vez que é nos periodos reprodutivos

que se encontra os individuos ativos e alimentando-se. Baseando-se nesta hipdtese, o
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metabolismo ativo nos periodos de alerta para reproducéo, coincidiria com o periodo de
répida deposicao de ostedcitos e consequente crescimento. Ja os periodos em que ndo se
encontra os individuos no seu sitio reprodutivo, nem préximos a este, corresponderiam
aos periodos de total ou parcial inatividade, no qual o metabolismo encontra-se reduzido
e 0 crescimento se da a taxas tdo baixas, que os ostedcitos depositam-se em uma fina e
densa linha de suspenséo do crescimento (LAG). A formacao de LAGs duplas tem sido
atribuida a parada de crescimento duas vezes no mesmo ano (Kumbar & Pancharatna
2001), e a ndo identificacdo destas pode superestimar a longevidade de uma espécie
(Smirina 1994). Entretanto, ndo encontramos no estudo aqui desenvolvido problemas
em distingui-las das demais, de forma que as mesmas foram contabilizadas como um

ano de vida.

A variacdo encontrada nos perimetros das LAGs, para uma mesma idade em
uma populacdo € esperada, jA que o tamanho dos adultos vai depender do tamanho
atingido por ele antes da maturidade sexual e que estes, geralmente, apresentam uma
grade variacdo (Halliday & Verrell 1988). Esta variacdo também pode ser um reflexo
da diferenciacéo entre os sexos, a qual ndo pudemos detectar devido ao baixo nimero
de individuos analisados. Nao encontramos diferencas significativas entre as taxas de
crescimento idade-especifica de machos e fémeas, entretanto, esta anélise foi baseada
nas taxas encontradas somente a partir de dois anos. Portanto, a obtencdo de uma maior
amostra de individuos jovens é fundamental para compreender melhor o padrdo de
crescimento nos dois primeiros anos de vida de M. admirabilis, onde podemos esperar

uma grande variabilidade nas taxas de crescimento.

Este estudo permitiu obter as primeiras estimativas de estrutura etaria,
longevidade e taxas de crescimento em Melanophryniscus admirabilis, uma espécie
Criticamente Ameacada de Extingdo, para a qual ndo era desejavel a coleta de uma
amostra grande. Nossos dados contribuem para a compreensdo da historia natural da
espécie e devem ser considerados na proposicdo de agdes que vem sendo planejadas
para sua conservacao. Novas perspectivas de estudo também foram identificadas, sendo
a mais promissora a possibilidade de uso das falanges na obtencéo das estimativas de
idade, ao contrario do observado em outra espécie do género. O uso das falanges, se
validado, pode viabilizar a obtencdo de estimativas de idade ndo letais e assim permitir
0 aumento das amostras de maneira menos invasiva nas populagdes. Visando uma

melhor estimativa dos parametros etarios, recomendamos o direcionamento de novas
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coletas para individuos jovens e secundariamente para fémeas adultas e individuos de
qualquer sexo com mais de 40,00 mm de CRC. Apesar da técnica de osteocronologia ter
sido amplamente validada em varios estudos com anfibios, ainda & muito escassa a sua
aplicacdo em espécies de anfibios tropicais (Sinsch 2015), especialmente para as
ameacadas, apesar da sua importancia para 0 estabelecimento de estratégias de
conservagdo melhor embasadas em conhecimento adequado da historia natural de cada
espécie. As dificuldades legais e logisticas de obtencdo de amostras em uma espécie
ameacada, microendémica e de comportamento reprodutivo explosivo, ndo impediu a
obtencdo de dados etarios muito importantes em M. admirabilis. Esperamos que estes
resultados incentivem a aplicacdo da técnica de osteocronologia em outras espécies
Neotropicais, especialmente em regides de clima subtropical e temperado, visando o
incremento do conhecimento sobre os parametros etarios em um conjunto mais amplo

taxonomicamente e ambientalmente.
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Tabelas e Figuras:

Tab. 1. Estrutura etaria de Melanophryniscus admirabilis.

Sexo N CRC médio CRC min. -max. Idade média + Idade min. - Idade  Longevidade
+ DP (mm) (anos) DP (anos) max.(anos) mediana (anos)
(anos)
Machos 22 3521+0,79 32,72 - 37,75 3,95+0,95 2-6 4 6
Fémeas 10 38,96+1,73  35,29-40,97 5,4+0,84 4-7 45 7
Jovens 8 16,06 +7,40 8,23 — 26,09 0,5+0,76 0-2 15 -
Recém- 6 4,35+0,79 3,64 -5,70 - - - -
metamorfoseados

CRC= Comprimento rostro-cloacal; N = nimero de individuos.

Tab. 2. Taxas de crescimento, calculadas a partir dos CRCs estimados para cada marca anual de crescimento (n=99)
presente nos fémures de M. admirabilis (n=46).

Intervalo Taxa de
(anos) N crescimento CRC DP Min. Max. TC %
(mm/ ano)
A 0-1 2 8,48 4,34 5,41 11,55 197.2
A 2-3 17 9,56 3,34 4,52 17,06 475
A 3-4 25 7,89 4,53 0,27 17,23 304
A 4-5 14 41 3,29 0,37 8,96 12.6
A 5-6 5 2,85 3,55 0,16 8,28 7.7
A 6-7 1 1,57 - - - 4.0

CRC= comprimento rostro-cloacal; N = nimero de taxas de crescimento calculados a partir dos CRCs estimados; TC% = Taxa de
crescimento percentual.
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A 0.2mm B -

02 mm

Fig. 1. Sec¢Bes da porgdo mediana da diafise dos fémures de M. admirabilis. A. Individuo macho com 4 anos de idade. As setas pretas
indicam as linhas de suspenséo do crescimento (LAGs); A seta amarela indica a Linha de Reabsor¢do (LR); CM= Cavidade Medular;
END= Endésteo; PER= Perit6steo. B. Indiviuo Recém-Metamorfoseado (RM). C. Individuo Jovem (J). D. Individuo macho, com 4
anos de idade (destaque para a regido do end6steo). A seta indica uma das linhas depositadas nesta regido. Em B, C e D néo é possivel.

A — __[B

0.2 mm 0.2mm

Fig. 2. Comparagdo entre as técnicas de coloracdo nas secgdes das diafises dos fémures. A. Corada com Hematoxilina-Eosina. B.
Corada com Azul de Toluidina.
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Fig. 3. Dados brutos das medi¢des dos perimetros da CM= Cavidade Medular, LR= Linha de Reabsor¢do, LAG= Linhas
de suspensdo do crescimento observadas, PE= Perimetro Externo dos individuos de Melanophryniscus admirabilis. Os
limites das barras coloridas indicam o perimetro mensurado.
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Fig. 4. Comparacéo entre as sec¢des da diafise do fémur (A) e da falange (B) de uma fémea de M. admirabilis com 39.50 mm de CRC.
END= Endésteo; PER= Peridsteo; A seta indica a LR e o asterisco, a Linha de Kastschenko.
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Fig. 5. Estrutura etaria de Melanophyniscus admirabilis, definida a partir da analise de osteocronologia..
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Fig. 6. Variagdo nos perimetros das LAGs de M. admirabilis, para cada idade. Limites das caixas representando valores minimos e
maximos, barra horizontal indicando a média e linha tracejada indicando os desvios padréo.
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Fig. 7 Relagdo entre comprimento rostro-cloacal e perimetro externo dos fémures de individuos de M. admirabilis (n = 46; r = 0.88; P
< 0.0001). A linha representa 0 modelo linear.
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