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Resumo: Os sinais aposematicos de um individuo, assim como a postura corporal, podem ser
importantes para sua defesa contra predadores. As espécies do género Melanophryniscus
caracterizam-se por possuir alcaloides lipofilicos toxicos na pele e apresentar coloracdo ventral
avermelhada, a qual pode ser exibida a partir da postura defensiva chamada de reflexo “unken”.
Ambos comportamento e padrdo de coloracdo sdo descritos como mecanismos de defesa,
contudo, ainda ndo existem estudos testando a sua eficacia. O presente trabalho buscou avaliar
experimentalmente se a coloracdo conspicua ventral dos membros e a posicdo de reflexo
“unken” em Melanophryniscus cambaraensis funcionam como sinais aposematicos contra
predadores visualmente orientados. Foram utilizados trés tipos de modelos de sapo de massa
de modelar para simular individuos da espécie em estudo: (a) corpos e extremidades verdes em
posicdo normal, (b) corpos e extremidades verdes em posigao de reflexo “unken” e (¢) corpos
verdes e extremidades vermelhas em posicao de reflexo “unken”. Os modelos foram
distribuidos tanto sobre o sitio reprodutivo da espécie quanto no interior da floresta adjacente.
Os resultados demostraram que mais da metade dos ataques nos modelos distribuidos sobre a
floresta foram de aves, contudo, ndo houve preferéncia por nenhum tipo de modelo. Assim,

apenas a presenca da coloracéo vermelha associada a posicao estatica de reflexo “unken” parece
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ndo ser suficiente para evitar o ataque de potenciais predadores. E possivel que o sinal
aposematico efetivo em Melanophryniscus possa se dar por meio do movimento de reflexo
“unken” unido a posterior exibi¢do da coloragao de alerta e a secrecao de toxinas. Além disso0,
observou-se uma tendéncia maior de ataques na regido da cabeca nos modelos em posicdo
normal, quando comparados aos modelos em reflexo “unken”, o que sugere que esse
comportamento pode confundir o predador. Em relacdo aos modelos colocados sobre o sitio
reprodutivo, ndo houve tentativa de predacdo por aves, 0 que pode indicar que a agregacdo
reprodutiva, em um local especifico, pode facilitar o aprendizado e induzir uma resposta mais

eficiente nos predadores.

Palavras-chave. Melanophryniscus cambaraensis, Anfibios, defesa, predacdo, Mata Atlantica,

espécie ameacada.

“Running” titulo: O reflexo “unken” e a colora¢ao aposematica nos sapos-de-barriga-vermelha

sdo eficientes?

Abstract: Aposematic signals as well as body behaviors may be important for its anti-predator
defenses. Species of the genus Melanophryniscus are characterized for having toxic lipophilic
alkaloids in the skin and also for presenting a red ventral coloration, which can be observed
when they perform the defensive behavior called unken reflex. Both the reflex behavior and the
coloration pattern are described as defense mechanisms. However, there are no studies testing
its effectiveness. This study aimed to evaluate experimentally if both ventral conspicuous
coloration of the members and unken reflex in Melanophryniscus cambaraensis work as
aposematic signals against the visually oriented predators. We used three types of clay toad
models to simulate the species studied: (a) green bodies and extremities in a normal position,
(b) green bodies and extremities in unken reflex position and (c) green bodies and red
extremities in unken reflex position. All models were distributed on a reproductive site known
for the species and inside the adjacent forest. The results have showed that more than a half of
the attacks in the models distributed on the forested area were from birds; however, there was
no preference for any model type. Thus, just the presence of the red color associated with the
motionless unken reflex position does not seem to be enough to prevent attacks from potential
predators. It is possible that the effective aposematic signal in Melanophryniscus is achieved
through the unken reflex movement attached to the subsequent exhibition of the warning

coloration and to the secretion of toxins. Moreover, we observed a greater tendency of attacks



in the head of the models in normal position when compared to unken reflex models, suggesting
that this behavior may confuse the predator. Regarding the models placed on the reproductive
site, there was no attempt to predation by birds. Therefore, this may indicate that the
reproductive aggregation, in a specific site, may increase learning and induce a more effective

response from the predators.

Keywords. Melanophryniscus cambaraensis, Amphibian, defense, predation, Atlantic forest,

endangered species.

Running head. Are the unken reflex and the aposematic coloration efficient in the Red-Bellied

Toads?

Introducéo

Organismos que possuem substancias quimicas toxicas podem exibir coloragfes conspicuas
como sinais visuais de toxicidade (PouLToN 1890, CoTT 1940). Sinais aposematicos sdo
amplamente empregados na natureza a fim de transmitir que um individuo € impalatavel,
nocivo, ou potencialmente perigoso para seus predadores (FORSMAN & HERRSTROM 2004,
COMEAULT & NOONAN 2011), e essa estratégia evolutiva tem sido observada em uma grande
variedade de tdxons, incluindo moluscos, artrépodes, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos
(EDMUNDs 1974, RuxToN et al. 2004). A eficacia dos sinais aposematicos depende da
capacidade do predador de relacionar a coloracdo conspicua da presa com uma desvantagem
(RuxTON et al. 2004, MAPPES et al. 2005, DARST et al. 2006). Assim, a maioria dos predadores
podem aprender a evitar organismos aposematicos a partir de experiéncias anteriores (RUXTON
et al. 2004, MAPPES et al. 2005). Experimentos de aposematismo e mimetismo com espécies da
familia Dendrobatidae, demonstraram que galinhas domésticas (Gallus domesticus)
aprenderam a associar a colora¢do aposematica das presas com o sabor que elas apresentavam,
evitando inclusive a predacgéo de espécies mimicas e menos toxicas dentro dessa familia (DARST
& CUMMINGS 2006, DARST et al. 2006). Contudo, a resposta dos predadores perante 0s sinais
aposematicos também pode ser inata (ENDLER & MAPPES 2004, RUXTON et al. 2004). Estudos
de predacdo em serpentes venenosas indicaram que aves inexperientes foram capazes de evitar
os padrdes aposematicos de algumas espécies sem nunca terem tido contato anterior com elas
(e.g. SMITH 1975, POUGH 1988).



Além da coloragdo, os sinais comportamentais de um organismo também podem ser
importantes para sua defesa, de forma que diversas posturas podem demonstrar a impressao de
maior tamanho corporal ou agressividade e exibir as zonas com maiores concentracfes de
substancias toxicas do individuo (DUELLMAN & TRUEB 1994). Um comportamento
compartilhado por diferentes familias de anfibios é o denominado reflexo “unken”, que foi
descrito pela primeira vez por HINSCHE (1926) para a espécie Bombina bombina, nativa da
Europa Ocidental, sendo “unken” o termo em alemdo para o género Bombina (HODL &
AMEZQUITA 2001). Durante o reflexo “unken”, o individuo arqueia todo o corpo, elevando a
cabeca e a regido posterior (HINSCHE 1926, BAJGER 1980). As extremidades ficam expostas e
a zona ventral das méos, pés e garganta podem ser exibidas. Essa postura esta geralmente
associada a coloracdes ventrais aposematicas e, supostamente, a presenca de substancias toxicas
(GRIFFITHS 1995), podendo ser observada em espécies de anuros de géneros como Bombina
(Bombinatoridae) (HINSCHE 1926), Melanophryniscus (Bufonidae) (FERNANDEZ 1926),
Pseudophryne (Myobatrachidae) (WiLLiaAmMS et al. 2012), Rana (Ranidae) (HABERL &
WILKINSON 1997) e Smilisca (Hylidae) (FIRSCHEIN 1951), sendo nesses dois ultimos géneros
sem a presenca de coloracdo aposematica, e, em urodelos, para espécies de géneros como
Taricha e Triturus (Salamandridae) (JOHNSON & BRODIE 1975, BRODIE 1977).

A partir da exibicdo da coloragcdo aposemaética, supbe-se que o reflexo “unken” possa
ser eficiente principalmente contra predadores orientados pela visdo. Sabe-se que as aves
podem ser os principais predadores de diversas espécies aposematicas, incluindo sapos da
familia Dendrobatidae (MASTER 1999), e que possuem um dos mecanismos mais elaborados de
visdo de cores dentro dos vertebrados (BOwMAKER et al. 1997). No entanto, eventos de
predacdo sdo raramente observados na natureza e ainda existe pouca evidéncia experimental
registrando o ataque de predadores. Um método utilizado em estudos de curto prazo consiste
em obter marcacGes de ataques em réplicas macias (como massa de modelar) das espécies de
interesse (MADSEN 1987, BRODIE 1993). Essa abordagem tem sido bastante util, pois permite a
identificacdo de predadores através da andlise das impressfes deixadas sobre a superficie das
réplicas (e.g. BRODIE 1993, SAPORITO et al. 2007, HEGNA et al. 2011, HEGNA et al. 2013).
Diversos trabalhos utilizam massa de modelar para avaliar taxas de predagdo em espécies que
possuem coloracdo de alerta na regido dorsal dos individuos (e.g. BRODIE 1993, KUCHTA 2005,
SAPORITO et al. 2007, PALUH et al. 2014, PALUH et al. 2015). Contudo, ainda ndo existem
estudos de predacdo em espécies que possuem coloragdo aposemaética localizada na regido

ventral dos individuos, e que pode ser exibida a partir do comportamento de reflexo “unken”.



O género Melanophryniscus GALLARDO, 1961 pertence a familia Bufonidae e inclui 29
espécies validas (FRosT 2016), as quais sdo conhecidas popularmente como sapinhos-de-
barriga-vermelha. Sua distribuicdo geografica é exclusivamente neotropical e restrita ao sudeste
da Ameérica do Sul (ZANK et al. 2014). As espécies do género secretam toxinas da pele, como
alcaldides e bufadienolideos (e.g. DALY et al. 2005, JECKEL et al. 2015) e apresentam o
comportamento de reflexo “unken” supostamente para sua defesa, o que possibilita a exibigédo
da coloracdo vermelha ou alaranjada do ventre quando séo perturbadas (FERNANDEZ 1926,
KWET et al. 2005, SANTOS & GRANT 2011, CAORSI et al. 2014). O sapinho-de-barriga-vermelha,
Melanophryniscus cambaraensis BRAUN & BRAUN, 1979 faz parte das trés espécies do género
Melanophryniscus que possui coloragdo dorsal verde (Fig.1A) e sua coloragao ventral pode
variar de vermelho a laranja (BRAUN & BRAUN 1979, CAoRsI et al. 2012) (Fig.1B). A coloracéo
conspicua do ventre e 0 comportamento de reflexo “unken” dessa espécie, assim como para as
demais do género, tém sido sugeridos como provaveis mecanismos de defesa para evitar
predadores (e.g. CAoRsI et al. 2014). Contudo, esses estudos se limitam a descrever o
comportamento em si, e ndo quando relacionados a eventos ou indicios de predacdo. Trabalhos
que testem a efetividade do reflexo “unken”, portanto, sdo fundamentais para entender os
padrdes de interacdo das presas que realizam esse comportamento com seus predadores. Caso
ambas as estratégias realmente funcionassem como mecanismos de defesa eficientes, esperava-
se encontrar uma maior taxa de tentativas de predacdo nos modelos controle da espécie, na
posicdo em que geralmente é encontrada na natureza. Da mesma forma, esperava-se que a taxa
de tentativas de predacdo no sitio reprodutivo da espécie fosse maior do que no interior da
floresta, devido a maior densidade de individuos agregados durante os eventos de reproducéo.

O presente estudo teve como objetivo avaliar experimentalmente, com modelos de
massa de modelar, se a coloracdo conspicua € o mecanismo de reflexo “unken” em
Melanopryniscus cambaraensis funcionam como sinal aposematico efetivo contra predadores
visualmente orientados em condicOes naturais. A partir disso, buscou-se testar tanto o efeito da
coloragé@o vermelha associada ao reflexo “unken” quanto o comportamento de reflexo “unken”

de maneira independente.
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Material e métodos

A espécie modelo

O sapinho-de-barriga-vermelha, Melanophryniscus cambaraensis (Fig.1A e B) é endémico do
Planalto das Araucérias, microrregido dos Campos de Cima da Serra, Rio Grande do Sul, Brasil.
Até o momento foram descritas apenas duas populacdes dessa espécie, localizadas nos
municipios de S&o Francisco de Paula e Cambara do Sul (GARCIA & VINCIPROVA 2003). A
espécie caracteriza-se por apresentar reproducdo explosiva, assim como outras representantes
do género Melanophryniscus, podendo ocorrer em intervalos regulares ao longo de todo o ano
(SANTOS et al. 2010, CAORSI 2011). Os eventos reprodutivos estdo associados a chuvas fortes
e a formacéo de riachos temporarios, para onde os individuos migram e se reproduzem em um
curto periodo de tempo (SANTOS et al. 2010, CAORsI 2011). A espécie consta na categoria
“Dados Insuficientes” em nivel global (IUCN, 2004) e na categoria “Vulneravel” pela Lista
Nacional Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extin¢cdo do Ministério do Meio
Ambiente (Portaria MMA n° 444/2014) e pela Lista de Espécies Ameacadas de Extin¢do do
Rio Grande do Sul (Decreto Estadual N° 51.797 de 8 de setembro de 2014).

C D

Figura 1. Individuos de Melanophryniscus cambaraensis (A) em posicdo normal e (B) em
posicdo de reflexo “unken” (porém com os olhos abertos) exibindo a coloracdo das
extremidades dos membros. Modelos de massa de modelar da espécie (C) verdes em posicao
normal, (D) com extremidades verdes em posicdo de reflexo “unken” e (E) com extremidades
vermelhas em posicao de reflexo “unken”.
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Area de estudo

A Floresta Nacional de S&o Francisco de Paula (FLONA SFP) (29° 25* 41.3” S, 50° 23’ 44.5”
W, altitude méxima de 923 m) é uma unidade de conservacdo ambiental de uso sustentavel
constituida por uma area de 1.606 ha inserida no Planalto das Araucarias, microrregido dos
Campos de Cima da Serra, Rio Grande do Sul, Brasil. A cobertura florestal de espécies é
composta por mata nativa, sendo a Floresta Ombroéfila Mista a formagdo dominante. O clima
do local é classificado como Temperado Superumido, com temperaturas variando de -3 a 18 °C
nos meses de inverno e de 18,3 a 27 °C nos meses de verdo, com meédia anual de 14,5 °C e
pluviosidade superior a 2.000 mm ao ano, sendo considerado um dos mais imidos do estado
(MALUF 2000, BACKES et al. 2005).

O estudo foi realizado entre os dias 30 de abril e 06 de maio de 2016 em torno de um
dos sitios reprodutivos conhecidos para a espécie, localizado em um afloramento rochoso (29°
25°41.3” S, 50° 23’ 44.5” W, 866 m acima do nivel do mar) na borda de uma estreita estrada
de terra (Fig.2A). O sitio possui cerca de 20 m de comprimento e 4 m de largura e a vegetacao
local é parcialmente composta por gravatas (Eryngium sp.) e gramineas (Poaceae). Ambos 0s
lados da estrada sdo compostos por floresta de araucéaria plantada (Fig.2B), arbustos e
ciperaceas (SANTOS et al. 2010, CAoRsI 2011), onde foram encontrados individuos adultos de
Melanophryniscus cambaraensis a uma distancia de até 120 m do sitio reprodutivo (V.CAORSI,

observacdo pessoal).

Figura 2. Areas de estudo na FLONA SFP. (A) Sitio reprodutivo da espécie localizado na borda
da estrada de terra e (B) interior da floresta adjacente ao sitio reprodutivo.
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Desenho dos modelos

Um total de 900 modelos de massa de modelar pré-colorida e atoxica (Sculpey HI® e Acrilex®)
foram construidos a méo a partir de moldes de borracha. Para a confeccdo desses moldes foi
utilizado um exemplar de Melanophryniscus cambaraensis depositado na colecdo
herpetoldgica da Fundacdo Zoobotanica do RS (MCN 13459) e que apresenta o tamanho
corporal médio (SVL 32 + 1,6) descrito para a populacao de Séo Francisco de Paula (V. CAORsI,
dados ndo publicados). Os modelos foram diferenciados em trés tratamentos: (a) corpos e
extremidades verdes em posi¢do normal (como sdo encontrados geralmente na natureza)
(normal) (Fig.1C), (b) corpos e extremidades verdes em posicdo de reflexo “unken” (“unken”
verde) (Fig.1D) e (c) corpos verdes ¢ extremidades vermelhas em posi¢do de reflexo “unken”
(“unken” vermelho) (Fig.1E), totalizando 300 exemplares de cada tratamento. Foi utilizado um
marcador permanente (Sharpie®) preto para colocar os olhos apenas nos modelos em posicéo
normal, uma vez que os individuos podem fechar ou cobrir os olhos com as méos durante a
realizacdo do reflexo “unken” (BAIJGER 1980, KUCHTA 2005).

Sabe-se que as aves possuem visdo tetracromatica, envolvendo o uso de quatro cones
individuais, sendo um deles sensivel a luz ultravioleta. Além disso, elas séo capazes de detectar
colorag@es brilhantes a partir de um tipo adicional de cones, conhecidos como “cones duplos”,
relacionados com a visdo de luminosidade (BOWMAKER et al. 1997, CUTHILL 2006). Dessa
forma, foi utilizado um espectrdometro “Ocean Opitcs”, versdo 2200 SD para os testes de
refletdncia e comparacéo de cor entre os modelos, e todas as medic¢des obtidas foram realizadas
sob condicdes de luz padrdo. Um individuo de Melanophryniscus cambaraensis foi coletado
para a realizacdo dos experimentos e para a avaliacdo da capacidade de refletir luz ultravioleta.
O trabalho foi realizado com a autorizacdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade — ICMBIo, sob a Licenca de coleta do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade, numero 52119-1. O individuo de M. cambaraensis coletado encontra-se
depositado na colecdo herpetoldgica do Laboratério de Herpetologia da UFRGS (UFRGS
7317). A fim de garantir que as cores dos modelos fossem compativeis com as da espécie em
seu ambiente natural, foram realizadas medi¢Ges dos comprimentos de onda do individuo
coletado e da massa de modelar escolhida. As cores dos modelos foram misturadas até obterem-
se padrdes gerais de refletancia da luz (pico de verde em 550 nm; pico de vermelho em 650 nm)
e de intensidade de radiagcdo (verde: 120 counts; vermelho: 160 counts) semelhantes aos
observados para 0 espécime. Tanto o individuo, a massa de modelar e 0 marcador permanente

nao refletiram luz UV.
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Desenho experimental

Foram distribuidos 810 modelos no interior da floresta ao longo de 18 transeccdes, espacadas
20 m entre si. As transec¢des iniciavam a partir da extremidade mais proxima ao sitio
reprodutivo, perpendiculares a estrada de terra, e seguiam 90 m para dentro da floresta
adjacente. Cada transeccdo continha 15 blocos com trés diferentes modelos, um de cada
tratamento (normal, “unken” verde e “unken” vermelho), os quais tiveram sua ordem de
posicionamento aleatorizada dentro de cada bloco. Os blocos foram espacados a cada 6 m, e 0s
modelos, dentro dos blocos, a cada 1 m. Para remover quaisquer efeitos cripticos dos modelos
(BRODIE 1993), metade dos blocos foi colocada diretamente sobre o chdo da floresta e metade
sobre placas plasticas brancas e foscas de 9 cm x 9 cm, resistentes a chuva. Para cada bloco
colocado diretamente sobre o chéo, outro foi colocado sobre o fundo branco, visando garantir
maior homogeneidade ao experimento. Os modelos restantes (30 de cada tratamento) foram
distribuidos aleatoriamente sobre o sitio reprodutivo da espécie, localizado na borda da estrada
de terra. Metade dos modelos de cada tratamento foi colocada diretamente sobre a vegetacéo e
a outra metade sobre o fundo branco, de maneira aleatoria.

Apo6s 72h de exposicgdo, os 900 modelos foram recolhidos, fotografados e o numero de
ataques foi registrado. Para evitar perturbacéo, os locais ndo foram visitados entre a distribuicao

e a retirada dos modelos.

Quantificacdo de ataques e analise de dados

Cada modelo foi classificado como atacado (com tentativa de predacdo) ou ndo atacado.
Adicionalmente, a posicdo do ataque (anterior, posterior ou ambos) foi registrada. Multiplas
marcas em um s6 modelo foram consideradas como uma Unica tentativa de predacdo, a fim de
evitar que ataques de um mesmo predador fossem atribuidos a predadores diferentes (BRODIE
1993). As marcas de ataque foram classificadas de acordo com o tipo de predador, os quais
foram incluidos em quatro categorias: (1) Aves; (2) Mamiferos; (3) Artrépodes ou (4) Néo-
identificados. Tentativas de predacgéo por aves foram reconhecidas por impressoes de bico em
forma de “U” ou “V”, assim como por riscos largos deixados nos modelos (Fig.3A) (e.g.
BRODIE 1993, SAPORITO et al. 2007, HEGNA et al. 2011, McELRoOY 2015). Ja os mamiferos
foram identificados por marcas caracteristicas de dentes, possivelmente de pequenos roedores
(Fig.3B), e os artropodes, por impressbes de mandibulas ou pequenos entalhes deixados nos

modelos (Fig.3C) (BRODIE 1993, PALUH et al. 2014). Marcas na superficie dos modelos que
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foram inconsistentes com qualquer uma das outras categorias foram classificadas como “Nao-
Identificadas” (Fig.3D). No entanto, apenas as marcas de aves foram consideradas como
tentativas de predacdo de interesse, uma vez que mamiferos e artropodes dependem
principalmente de sinais ndo-visuais para a localizagcdo de presas, como a quimiorrecepcao, e
podem ter sido atraidos para os modelos independente da forma, padrdo ou cor que
apresentavam (BELL & CARDE 1984, VANDER WALL 1998, PALUH et al. 2015).

Figura 3. Exemplos de modelos de massa de modelar atacados por (A) ave (B) mamifero, (C)
artropode e (D) ndo-identificado.

Os modelos ndo encontrados ap6s as 72h (n= 6) foram assumidos como desaparecidos
e excluidos da analise final. Contudo, como alguns dos modelos encontrados apds o
experimento estavam distantes da posi¢&o original e com marcas de ataques de aves, os modelos
desaparecidos foram considerados como tentativa de predacdo em uma segunda analise.

Foi utilizado um modelo linear generalizado da familia binomial para determinar se
houve variacdo na taxa de ataques, e se essa foi influenciada pelo tratamento do modelo, cor de
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fundo (serapilheira ou branco) e interacdo entre eles. Para testar a significancia das variaveis,
foi utilizado o Teste de Razdo de Verossimilhanca (“Likelihood Ratio Test”). Todas as analises
estatisticas foram realizadas no programa R versdo 3.3.0 para Windows e a significancia dos

testes foi considerada quando p < 0.05.

Resultados

Dos 810 modelos distribuidos na floresta, 86 apresentaram marcas de ataque (10,6%) e seis
desapareceram (0,7%), sendo eles trés normais e trés “unken” verde. As aves foram
responsaveis por 50,5% (46) dos ataques, sendo desses, 41,3% (19) nos modelos normais,
39,1% (18) nos modelos “unken” vermelho ¢ 19,3% (9) nos modelos “unken” verde.

Nao houve efeito da interagdo entre o “Tratamento do Modelo” e o “Tipo de Fundo”
nas taxas de ataque por aves (y>*=2,01; p=0,37) e o efeito do “Tratamento do Modelo” também
nao foi significativo ()* = 4,59; p = 0,10), o que demonstra que nao houve preferéncia de aves
por nenhum dos trés tipos de modelos. Do mesmo modo, embora 0os modelos colocados
diretamente sobre a serapilheira (29) tenham sido mais atacados do que os colocados em fundo
branco (17) (Tab.1), o “Tipo de Fundo” ndo teve influéncia sobre as taxas de ataque (y* = 3,42;
p = 0,06) (Fig.4). No entanto, quando os modelos desaparecidos foram incluidos em uma
segunda analise como tentativas de predacdo, o “Tipo de Fundo” apresentou-se como uma
variavel preditora (y* = 4,07; p = 0,04), de forma que os modelos colocados diretamente sobre
a serapilheira foram em média 1,7 vezes mais atacados por aves do que 0os modelos colocados
sobre o fundo branco. Por outro lado, 0 “Tratamento do Modelo” (¥ = 3,30; p =0,19) e a
interacdo entre o “Tratamento do Modelo” e o “Tipo de Fundo” (y*> = 1,00; p=0,61) seguiram

sem apresentar efeito sobre as tentativas de predacéo.

Tabela 1. Numero total de modelos atacados e ndo atacados por aves no interior da floresta,
assim como a taxa de ataque para cada tratamento do modelo e tipo de fundo em que foram
colocados. Para essa andlise, se excluiu os modelos desaparecidos: trés normais (dois no fundo
branco e um na serapilheira) e trés “unken” verde na serapilheira.

Tratamento do Modelo Normal “Unken” verde “Unken” vermelho
Fundo Branco Serapilheira Branco Serapilheira Branco Serapilheira
Atacados por aves 7 12 5 4 5 13

Né&o atacados por aves 126 122 130 128 130 122
Taxa de ataques 0,053 0,089 0,037 0,030 0,037 0,096
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Figura 4. Probabilidade estimada de predacdo por aves em relacdo ao tratamento dos modelos
(normal = posi¢do normal; “unken” verde = posi¢do de reflexo “unken” com extremidades
verdes; “unken” vermelho = posic¢éo de reflexo “unken” com extremidades vermelhas) e ao tipo
de fundo (branco ou serapilheira) em que foram colocados, excluindo os modelos
desaparecidos. As linhas representam os intervalos de confianca ao redor das médias.

Mamiferos, artropodes e predadores ndo identificados foram responsaveis por 7,7%,
6,6% e 35,2% dos ataques nos modelos, respectivamente. Os resultados obtidos demostram que
ndo houve efeito da interagdo entre “Tratamento do Modelo “e “Tipo de Fundo” (y*> = 2,01; p
=0,37) nas taxas de predacdo e, tampouco, preferéncia por “Tratamento do Modelo” (P = 0,46;
y? = 1,54) ou “Tipo de Fundo” (P = 0,43; y*> = 0,62) por esses animais.

Dos 90 modelos colocados sobre o sitio reprodutivo, apenas cinco foram atacados,
sendo dois deles por mamiferos e trés por artropodes. Nenhum modelo foi perdido ou atacado
por ave. Uma vez que ndo houveram evidéncias de predacdo de interesse, ndo foram realizadas
analises estatisticas para esses resultados.

Embora o experimento nao tenha sido desenhado para avaliar se houve diferenca entre
a localizagdo dos ataques de aves no corpo dos modelos, considerou-se importante comentar
sobre os resultados observados no experimento realizado dentro da floresta. Nos modelos em
posi¢do normal, aproximadamente 70% dos ataques localizaram-se na parte anterior do corpo,
principalmente na regido da cabega e dos olhos. Enquanto isso, 26% dos ataques localizaram-

se tanto na regido anterior quanto na posterior e 5% localizaram-se na regido posterior. J& em
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relagdo aos dois tratamentos dos modelos em posicéo de reflexo “unken”, a taxa de ataques na
regido anterior foi de apenas 30%, enquanto 52% dos ataques estavam localizados tanto na
regido anterior quanto posterior e 18% estavam localizados apenas na regido posterior dos

modelos.

Discussao

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que a taxa de predacao por aves ndo variou
entre 0os modelos de Melanophryniscus cambaraensis em posi¢cdo normal e em posicdo de
reflexo “unken” com e sem a presenga de coloragdo conspicua. Assim, a simples exibicdo de
partes do corpo com coloracdo de aviso em Melanophryniscus a partir do reflexo “unken”
parece ndo ser eficiente contra predadores visualmente orientados.

A proporgdo de modelos atacados no presente trabalho (10,6%) é comparavel com a de
outros estudos de predacdo em organismos aposematicos (e.g. BRODIE 1993, SAPORITO et al.
2007, NOONAN & COMEAULT 2009, CHOTEAU & ANGERS 2011, HEGNA et al. 2011, HEGNA et
al. 2013). No entanto, como descrito por BRODIE (1993), réplicas de massa de modelar sdo
estaticas e ndo possuem repertérios comportamentais, de forma que as frequéncias de predacao
estimadas por essa metodologia podem néo representar a frequéncias de ataques reais sobre os
individuos.

Diversos estudos utilizando massa de modelar sugerem que organismos com coloragédo
aposematica podem apresentar menores taxas de predacdo quando comparados aqueles que ndo
possuem (e.g. BRODIE 1993, KUCHTA 2005, SAPORITO et al. 2007, PALUH et al. 2014, PALUH
et al. 2015). Contudo, em um estudo recente realizado com populacdes de Oophaga pumilio
(familia Dendrobatidade) no Panama, HEGNA et al. (2013) concluiram que os modelos de
controle ndo-aposematicos foram igualmente atacados por aves quando comparados aos
modelos aposematicos da espécie, mas de uma populacdo que ocorria préximo ao local
estudado. Uma das explica¢des sugeridas em HEGNA et al. (2013) é semelhanca de cor e forma
dos modelos controle com outras espécies venenosas da regido, o que poderia ser suficiente
para convencer os predadores de que os modelos possuiam algum veneno desagradavel. Da
mesma maneira, NOONAN & COMEAULT (2009) demonstraram que a taxa de ataque por aves
néo diferiu entre os modelos locais cripticos e aposematicos da espéecie Dendrobates tinctorius,
mas sim quando comparada a um novo modelo aposematico que ndo pertencia ao local de

estudo.
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Taxas de ataque equivalentes entre diferentes modelos também foram documentadas em
estudos de aposematismo e mimetismo com borboletas tropicais (BROWER et al. 1964, COOK et
al. 1969), onde modelos de controle ndo aposematicos e modelos aposematicos das espécies
estudadas foram igualmente atacados por aves. Para isso, WALDBAUER & STERNBURG (1975)
também j& haviam sugerido que uma das razdes poderia ser a grande semelhanca das borboletas
controle com uma outra espécie de borboleta impalatavel presente no local, diferente da
utilizada no experimento. Contudo, as semelhancas de cor ou forma entre modelos
aposematicos de Melanophryniscus cambaraensis e outras espécies locais podem ndo explicar
os resultados encontrados no presente trabalho, uma vez que que essa espécie apresenta
caracteristicas Unicas de coloracdo e comportamento de defesa conhecidas para a regido
estudada (SANTOS et al. 2010, P. GARCIA, dados ndo publicados).

Os resultados obtidos também demonstram que ndo houve diferenca nas tentativas de
predacdo por aves em relagdo ao “Tipo de Fundo” quando os modelos desaparecidos foram
excluidos da analise. Porém, o valor marginal de p (0,06) sugere que talvez o tipo de fundo
possa influenciar na resposta dos predadores, uma vez que o numero total de modelos atacados
na serapilheira (29) foi maior do que o numero de modelos atacados sobre o fundo branco (17),
independente do tratamento dos modelos. Tal observacédo é reforcada a partir da inclusdo de
apenas seis modelos desaparecidos na analise, demonstrando que a taxa de ataque foi
aproximadamente 1,7 vezes maior (p = 0,04) nas réplicas colocadas sobre a serapilheira (33)
do que nas réplicas colocadas sobre o fundo branco (19). Da mesma forma, estudos anteriores
com anfibios (SAPORITO et al. 2007, HEGNA et al. 2011), serpentes (BRODIE 1993) e larvas de
mariposa (LINDSTEDT et al. 2008) também observaram que as tentativas de predacdo por aves
foram menores em modelos colocados sobre fundos de alto contraste. A partir disso, possiveis
predadores podem ter “desconfiado” da presenc¢a de fundo branco associado aos modelos, uma
vez que ndo estdo acostumados com esse tipo de fundo na natureza.

Outro fato interessante observado nesse trabalho foram as diferencas na localizacéo de
ataques de aves entre as regides anterior, posterior ou ambas do corpo dos modelos. A taxa de
ataques na regido da cabeca e proximo aos olhos nos modelos em posicdo normal foi de
aproximadamente 70%, enquanto nos modelos em posicdo de reflexo “unken”, que nao
possuiam diferenciacdo entre a cabeca e a regido posterior, foi de apenas 30%. O restante dos
ataques foi localizado tanto na regido anterior quanto posterior dos modelos ou apenas na regiao
posterior. Dessa forma, pode-se observar que os modelos em posi¢cdo normal foram
aproximadamente 2,3 vezes mais atacados na cabega do que os modelos em posicéao de reflexo

“unken”. Em seus experimentos, SMITH (1973, 1976) também demonstrou que certas espécies

19



de aves tiveram uma maior tendéncia em atacar as presas diretamente atras da cabega. Porém,
quando a cabeca ndo foi identificada a partir da forma ou da presenca de olhos, as aves atacaram
o final dos modelos. SMITH (1973, 1976) sugere ainda que a tendéncia do predador em atacar a
cabeca da presa possa ser uma adaptacdo para lidar com organismos perigosos, como as
serpentes, que podem causar ferimentos com 0s seus dentes caso a cabeca ndo esteja
imobilizada.

Uma hipdtese para explicar os resultados observados no presente trabalho é a de que a
posicao de reflexo “unken” possa confundir o predador, de maneira que ele ndo seja capaz de
diferenciar entre a regido anterior e posterior dos individuos. Em uma situacéo de ameagca, esse
comportamento pode ser fundamental para evitar a morte do organismo. Uma vez que as aves
percebessem a impalatabilidade da presa a partir de uma bicada, um ataque na regido posterior
do corpo teria menos chances de ser letal. Assim, sugere-se que a posi¢ado de reflexo “unken”
também contribua para dificultar a percepcdo do predador sobre o que é regido anterior e
posterior do corpo da presa.

Também é importante observar que, embora nao tenha sido encontrada diferenca nas
taxas de ataque de aves em relacdo aos tratamentos de Melanophryniscus cambaraensis, a
proporcdo de ataques nos modelos totalmente verdes em posicéo de reflexo “unken” (19,3%)
foi aproximadamente duas vezes menor do que a dos modelos verdes em posi¢cdo normal
(41,3%) e que a dos modelos com extremidades vermelhas em posicado de reflexo “unken”
(39,1%). Tal observacéo pode estar relacionada ao fato de os predadores nao terem reconhecido
0s modelos desse tratamento como uma possivel presa, uma vez que a espécie
Melanophryniscus cambaraensis ndo apresenta esse feno6tipo na natureza. Dessa forma, os
modelos com extremidades verdes em posi¢do de reflexo “unken” podem ter sido menos
atacados devido as aves nunca terem tido contato anterior com individuos reais que
representassem esses modelos. Outra consideracao relevante é o fato de que apenas os modelos
em posicdo normal tinham a presenca de olhos, o que pode ter facilitado a visibilidade dos
predadores e, portanto, aumentado sua taxa de ataque.

Em um de seus estudos, HEGNA et al. (2013) levantaram a hipo6tese de que aves
frugivoras ou onivoras poderiam confundir modelos predominantemente vermelhos com frutos
encontrados no chédo da floresta. Todavia, os resultados obtidos por HEGNA et al. (2013)
demonstraram que as aves puderam diferenciar entre modelos vermelhos em forma de sapo e
modelos vermelhos em forma de frutos, de maneira que a coloragdo e a forma dos modelos
foram caracteristicas importantes para a identificacdo dos diferentes tipos de alimento pelas

aves. A partir disso, supde-se que as aves ndo tenham confundido os modelos em “unken”
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vermelho com algum tipo de fruto ou semente presente na regido, pois a forma do corpo e a
distribuicdo da coloragdo vermelha nesses modelos sdo aparentemente diferentes do que as
encontradas para frutos em geral.

Por outro lado, a eficiéncia dos sinais aposematicos esta relacionada com a capacidade
do predador de aprender e manter uma associagdo negativa entre o sinal visual e a desvantagem
apresentada pela presa. A probabilidade de manutencdo do aposematismo é maior quando a
frequéncia do sinal e a densidade de individuos aposematicos disponiveis sdo mais elevadas
(ENDLER & MAPPES 2004, MAPPES et al. 2005, COMEAULT & NOONAN 2011). Uma vez que a
densidade da populagdo de Melanophryniscus cambaraensis ndo é alta no local estudado
(V.CAoRsI, dados ndo publicados), uma explicagdo cautelosa para os resultados obtidos seria a
de que os predadores poderiam ainda nao ter aprendido a associar a coloracdo vermelha desses
individuos com uma desvantagem. Além disso, observacdes pessoais em campo, e que se
estendem a outras espécies do género Melanophryniscus, sugerem que ndo sdo todos 0s
individuos que realizam o reflexo “unken” em situacdes consideradas de ameaca, 0 que pode
reforcar a dificuldade de aprendizagem pelo predador. Dessa forma, além da necessidade de
encontrar o individuo na natureza, o predador precisaria atingir uma frequéncia minima de
contato com a coloracdo aposematica da presa, a partir do reflexo “unken”, para desenvolver a
aprendizagem.

Além disso, o género Melanophryniscus € uma das oito linhagens de sapos que
sequestram alcaloides da dieta para sua defesa quimica (DALY et al. 1992, MEeBs et al. 2005,
DALY et al. 2007). Uma série de estudos incluindo espécies desse género tém demonstrado que
a diversidade e a composicao de alcaloides em anuros que sequestram tais substancias podem
variar tanto temporal quanto espacialmente entre diferentes populagdes e entre individuos da
mesma populacdo (SAPORITO et al. 2006, DALY et al. 2007). Em uma mesma populacdo, podem
existir individuos com uma quantidade e diversidade de alcaloides muito maior do que outros,
portanto, seriam esperadas diferencas de toxicidade entre esses individuos (SAPORITO et al.
2006, SAPORITO et al. 2007, CoLomBO 2012). N&o seria surpresa se a populacdo de
Melanophryniscus cambaraensis da FLONA SFP tivesse uma composicdo de alcaloides
diferente, e/ou uma menor abundancia e riqueza dessas substancias quando comparada a outras
populacdes eventualmente existentes. Isso tornaria os individuos ndo suficientemente toxicos
para repelir possiveis predadores e poderia ser uma explicacao para o fato dos modelos “unken”
vermelho terem sido tdo atacados quanto os modelos normais.

Contudo, sugere-se que o principal ponto a ser considerado para explicar os resultados

obtidos nesse estudo é o fato de o mecanismo de reflexo “unken” caracterizar-se COmMo um
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comportamento que envolve movimento, onde o individuo eleva os membros anteriores e
posteriores do corpo, a fim de exibir a coloracdo de alerta quando perturbado e assumindo
repentinamente uma forma que nao € comum ao predador. Em um estudo de predacdo com a
espécie de salamandra Taricha granulosa, JOHNSON & BRODIE (1975) também sugerem que a
influéncia da postura e da coloracdo aposematica da presa ndao podem ser separadas. Dessa
forma, embora o esperado fosse que os modelos na posi¢do de “unken” apresentassem menores
tentativas de predacdo quando comparados aos modelos em posi¢do normal, o experimento
utilizou réplicas estaticas do organismo, e a ideia de movimento tipica do comportamento de
reflexo “unken ” ndo foi apresentada aos possiveis predadores. Em um experimento envolvendo
réplicas estaticas e em movimento de Oophaga pumilio (familia Dendrobatidade), PALUH et al.
(2014) demonstraram que o0s modelos moveis, independente da coloracdo, foram
significativamente mais atacados do que os modelos estaticos da espécie. Dessa maneira, 0
movimento das presas pode ser um critério importante para a decisdo de captura pelos
predadores, o que indica que experimentos com modelos imdveis podem ndo ser os melhores
para estimar taxas de predacdo em um contexto natural. No entanto, PALUH et al. (2014)
também sugerem que nem modelos estaticos, nem modelos continuamente em movimento
poderiam representar as diferencas de comportamento associadas aos individuos em situacdes
reais, o que torna dificil a realizacdo de estudos experimentais de predacéo.

Além disso, supbe-se que a posicdo de reflexo “unken”, onde o individuo encontra-se
arqueado, possa facilitar seu tombamento a partir de uma segunda bicada de ave. Assim, toda
a coloracdo vermelha da regido ventral do individuo ficaria exposta, e ndo s6 as extremidades,
0 que poderia repelir o predador de maneira definitiva. Outra possibilidade que deve ser
considerada € a de que os individuos podem liberar as toxinas pela pele durante a realizacdo do
reflexo “unken” (BAJGER 1980, V.CAORSI observagdes pessoais). No momento em que 0s
individuos estdo arqueados, as glandulas contendo toxinas sdo pressionadas, secretando 0s
alcaloides, o que propiciaria ao predador entrar em contato com o veneno da presa ja em um
primeiro ataque. Portanto, a partir de uma primeira bicada, o predador pode tanto entrar em
contato com as toxinas da presa quanto virar o individuo ao contrario e expor toda a sua
coloracdo conspicua, 0 que pode, inclusive, fazer com que o predador desista de um novo
ataque.

Dessa forma, como apenas a presenca da coloragdo vermelha associada a posigéo fixa
de reflexo “unken” nao foi suficiente para evitar o ataque de predadores visualmente orientados

nesse trabalho, sugere-se que o verdadeiro sinal aposematico para a espécie possa se dar por
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meio da unido do movimento realizado durante o reflexo “unken” e a posterior exibi¢do da
coloracdo de alerta, podendo estar vinculada a secrecdo de toxinas.

Ja em relacdo aos modelos distribuidos sobre o sitio reprodutivo da espécie, ndo houve
tentativa de predacdo por aves. Contudo, as condi¢des climaticas do local ndo se assemelhavam
as geralmente encontradas durante um evento reprodutivo, o qual esté associado a presenga de
chuvas fortes e a formacéo de riachos temporéarios (SANTOS et al. 2010, CAoRsI 2011). Por
outro lado, e ao contrario do proposto para os modelos no interior da floresta, sugere-se que 0s
predadores podem ter aprendido a evitar os individuos de Melanophryniscus cambaraensis no
sitio reprodutivo devido a espécie encontrar-se agregada nesse local durante os eventos de
reproducéo explosiva e, assim, possibilitar seu reconhecimento. Dessa forma, o contato anterior
com diversos individuos da espécie poderia ter favorecido a aprendizagem local dos predadores
e, consequentemente, uma resposta mais eficiente aos sinais aposematicos.

A partir do presente trabalho, portanto, sugere-se que a simples exibicdo dos membros
com coloragdo de aviso em Melanophryniscus parece ndo ser eficiente contra potenciais
predadores. A eficiéncia da postura de reflexo “unken” como estratégia de defesa parece estar
relacionada a uma série de fatores atuando em conjunto, que envolvem coloracdo de alerta,
movimento e presenca de substancias toxicas. Nesse caso, investigar a exibicdo da coloracdo
de alerta quando associada ao movimento de reflexo “unken” e a liberac&o de toxinas pode ser
0 préximo passo para entender melhor o mecanismo de defesa utilizado pelas espécies presentes
nesse género. Da mesma maneira, supde-se que possa haver diferencas na aprendizagem de
predadores visualmente orientados em relacdo a agregacao dos individuos da espécie, uma vez
que ndo houve tentativas de predagdo por aves no sitio reprodutivo de M. cambaraensis. Sendo
assim, mais estudos de observacdo sistematica e experimental em condicGes naturais sdo
fundamentais para a compreensdo dos padrdes de predacdo e dos comportamentos defensivos
encontrados para o género Melanophryniscus, assim como para diversas outras espécies dentro

de anfibios.
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